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RESUMEN

La restriccion diurna de alimento (2 h de acceso a los alimentos de 12:00 a 14:00
h durante 3 semanas) es un protocolo experimental que modifica la relacion entre las vias
metabdlicas y el reloj circadiano molecular. La estructura anatémica precisa que controla
las adaptaciones fisioldgicas y bioquimicas para optimizar el uso de nutrientes es
desconocido. Exploramos los cambios en la oxidacién de lipidos en el higado, tales como
la B-oxidacion y su regulacion, asi como las adaptaciones en el perfil de lipoproteinas. Se
encontro que la restriccion diurna de alimento promovié durante el dia una elevacion de
los cuerpos cetdnicos antes de la hora de comer, una alterada ritmicidad diaria de la
produccion de 14CO: a partir de acido palmitico radioactivo, y una sobre regulaciéon de los
activadores de la oxidacion de acidos grasos, la subunidad o de la cinasa dependiente
de AMP, la deacetilasa sirtuina 1 y el coactivador de PPARYy 1a. También se observé un
aumento en la distribucién de la cinasa dependiente de AMP subunidad o fosforilada en
los hepatocitos de la zona periportal. La lipasa C, importante para la transformacion de
lipoproteinas, mostré un cambio durante la fase diurna, con un pico en el momento de
acceso a los alimentos. En el suero, hubo un aumento de la lipoproteina de baja densidad,
gue fue responsable de una elevacion neta de colesterol circulante. Concluimos que
nuestros resultados indican un aumento de la respuesta de ayuno en el higado, durante
la sincronizacion diaria para acceso a los alimentos, lo que implica un estado metabdlico
alterado en la oxidaciéon de acidos grasos, asi como una elevacién significativa de las
lipoproteinas de baja densidad en suero. Estas adaptaciones pueden ser parte de la

entrada metabdlica que subyace a la expresion del oscilador sincronizado por alimento.



Palabras clave: restriccion diurna de alimento, oxidaciéon de acidos grasos, AMPK, SIRT,

PGC-1la y lipoproteinas.



SUMMARY

Daytime restricted feeding (2 h of food access from 12:00 to 14:00 h for 3 weeks)
is an experimental protocol that modifies the relationship between metabolic networks and
the circadian molecular clock. The precise anatomical locus that controls the biochemical
and physiological adaptations to optimize nutrient use is unknown. We explored the
changes in liver oxidative lipid handling such as -oxidation and its regulation, as well as
the adaptations in the lipoprotein profile. It was found that daytime restricted feeding
promoted an elevation of ketone bodies before mealtime, an altered daily rhythmicity of
14CO2 production from radioactive palmitic acid, and an up-regulation of the fatty acid
oxidation activators, the a-subunit of AMP-activated protein kinase, the deacetylase sirtuin
1, and the ppar gamma coactivator 1a. An increased localization of phosphorylated a-
subunit of AMP-activated protein kinase in the periportal hepatocytes was also observed.
Lipase C, important for lipoprotein transformation, showed a change of daily phase, with
a peak at the time of food access. In serum, there was an increase of low density
lipoprotein, which was responsible for a net elevation of circulating cholesterol. We
conclude that our results indicate an increased fasting response in the liver during daily
synchronization to food access, which involves altered metabolic of fatty acid oxidation as
well a significant elevation of serum low density lipoprotein. These adaptations could be

part of the metabolic input that underlies the expression of the food-entrained oscillator.

Key words: daytime restricted feeding fatty acid oxidation, AMPK, sirtuina 1, PGC-1a

and lipoproteins.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Higado y Metabolismo

El higado es un 6rgano que lleva a cabo funciones vitales como el manejo de
nutrientes, el metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos. La arquitectura del
higado esta compuesta por I6bulos. Cada I6bulo esta divido en zonas con funciones
especificas, donde las funciones dependen del flujo de la sangre rica en nutrientes
provenientes del intestino a través del sistema porta-hepético (Birchmeier, 2016). La
arteria hepatica esta localizada cerca de la vena porta, que junto con el ducto biliar
componen la triada hepatica, las cuales proveen al higado de sangre rica en oxigeno.
Este flujo determina la organizacion del parénquima hepatico. El flujo de la sangre va de
la vena portal y la arteria hepatica a la vena central. Por otro lado, la bilis se mueve de la
zona central a la zona portal. Jungermann y Kietzmann, (1996) propusieron el concepto
de zonacion, el cual propone que vias metabdlicas opuestas o complementarias se llevan
a cabo en diversas regiones del I6bulo para mantener la homeostasis del organismo
(Figura 1A).

No todos los procesos en el higado presentan zonacion. En la figura 1B, el higado
exhibe una zonacion metabdlica; el flujo del oxigeno, la gluconeogénesis y la oxidacion
de acidos grasos son predominantes en la zona periportal, mientras que la glucolisis, la
lipogénesis, la cetogénesis y la sintesis de triacilglicéridos se presentan en la zona

pericentral (Birchmeier, 2016).
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Figura 1. Estructura y zonacion de las vias metabolicas en el higado. A) Se muestra la estructura del
I6bulo hepatico, conformado por la triada hepética (ducto biliar, vena portal y la arteria hepética) Panel A
(izquierda). La vena central, los sinusoides que se disponen entre las hileras de los hepatocitos, las células de
Kupffer y células de Ito. B) La estructura del higado contiene zonas metabdlicas que llevan a cabo funciones
como la B-oxidacién y gluconeogénesis (zona periportal), glucolisis y lipogénesis (zona pericentral). Modificado
de Birchmeier, 2016.

Periportal
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1.2 Metabolismo de lipidos

El alimento se digiere en el tracto gastrointestinal: los lipidos (acidos grasos con 14 o
mas atomos de carbono), son re-sintetizados en los enterocitos y pasan a la circulacion
linfatica. Los acidos grasos de cadenas inferiores a 14 carbonos, entran directamente en
el sistema de la vena porta y son transportados hacia el higado. En el estado postprandial
la glucosa es convertida en glucogeno y en aminoacidos o acidos grasos en el higado.
Los acidos grasos se esterifican con el glicerol-3-fosfato para generar triacilglicéridos. Los

triacilglicéridos son almacenados en el higado o liberados hacia la circulacion en
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particulas especializadas, llamadas lipoproteinas cuyo destino final son tejidos
extrahepaticos como almacén o fuente de energia.

Durante la etapa de ayuno o ejercicio, la glucosa y los triacilglicéridos se liberan
del tejido adiposo hacia la circulacion y son metabolizados por tejidos extrahepaticos. El
tejido adiposo responde a sefiales hormonales (p.e. glucagon y adrenalina), libera acidos
no esterificados y glicerol, via hidrélisis de triacilglicéridos. Los acidos grasos
provenientes del tejido adiposo son oxidados en las mitocondrias hepaticas a través de
la beta oxidacién y generan cuerpos cetonicos, los cuales proveen de energia a tejidos

extrahepaticos en condiciones de ayuno prolongado.
1.3 Transporte de lipidos (Lipoproteinas)

Los lipidos de los alimentos son Apolipoproteina

Colesterol AYAYA
no esterificado 1 7 ! Esteres de colesterol

emulsificados e hidrolizados en el - . R Tiesndos

tracto digestivo por acidos biliares y  apoipoproteina
lipasas respectivamente en el higado.
Los acidos grasos de cadena larga y
mono acil-glicéridos resultantes son S ‘ f ‘ S \\

absorbidos a nivel duodenal y viajan

Figura 2. Estructura de las lipoproteinas. La
imagen muestra los fosfolipidos, colesterol no
) ) ] esterificado y apolipoproteinas de la capa externa;
quilomicrones. Estos complejos son tracilglicéridos y ésteres de colesterol en el nicleo
de una lipoproteina. Imagen tomada y modificada

lipoproteinas en su naturaleza, de Nelsony Cox, 2004.

por el sistema linfatico en forma de

formadas por una parte peptidica (apoproteina) y una parte conjugada (material lipidico).

Los quilomicrones entran a la circulacion hematica por la vena subclavia y son captados
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principalmente por el tejido adiposo y el tejido muscular, en donde descargan la mayor
parte de su material lipidico. El tejido adiposo responde a la alimentacion como principal
organo de almacenamiento del material graso (como triacilglicéridos), mientras que en el
ayuno hidroliza ese material y lo libera a la circulacion (como acidos grasos libres y
glicerol). Los remanentes de los quilomicrones son posteriormente captados por el higado
para su procesamiento y transformacion. Otros acidos grasos, de cadena corta o regular,
llegan al higado directamente al ser transportados por la vena porta (Nelson y Cox, 2004).
Es en el higado donde se sintetizan y se ensamblan las lipoproteinas de muy baja
densidad y lipoproteinas de baja densidad, y son captadas las lipoproteinas de alta

densidad.

Lipoproteinas

Las lipoproteinas, cuya estructura se ilustra en la Figura 2, estan compuestas por
un centro hidréfobo que contiene colesterol esterificado y triacilglicéridos, rodeado de una
capa de lipidos anfipaticos con colesterol libre, diversas clases de fosfolipidos y particulas
de naturaleza proteica denominadas apolipoproteinas (Beisiegel, 1998). Las
lipoproteinas se clasifican de acuerdo a su coeficiente de flotacion (densidad) y al
contenido de sus componentes lipidicos (triacilglicéridos, colesterol y fosfolipidos) y de
las apolipoproteinas presentes (Tabla 1).

La Figura 3 representa la clasificacion de los principales tipos de lipoproteinas, la
cual se basa en el valor de densidad obtenido por ultracentrifugacion analitica; los
quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad, las lipoproteinas de baja
densidad, lipoproteinas de densidad intermedia y las lipoproteinas de alta densidad

(Jairamy cols. 2012). El reconocimiento de estas lipoproteinas por receptores especificos
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localizados en diversos tejidos que participan en el metabolismo de lipidos se realiza por
las apolipoproteinas, cuya funcion es principal esta en el transporte de material lipidico

entre los diversos tejidos y 6rganos (Tabla 2).

Tabla 1. Principales componentes lipidicos y apolipoproteinas que forman parte de la estructura de las
apolipoproteinas.

QM, quilomicrones; rQM, remanentes de quilomicrones; VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; IDL,
lipoproteinas de intermedia densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; HDL, lipoproteina de alta densidad.
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Figura 3 Clasificacion de las lipoproteinas. La clasificacion de las lipoproteinas se basa en su densidad. El
rango de densidad se representa en porcentaje de lipidos (rojo) y proteinas (azul). Imagen tomada y
modificada de Jairam y cols. 2012.

El manejo y metabolismo de las lipoproteinas (Figura 4) inicia en los enterocitos,

donde se sintetizan los quilomicrones, éstos pasan a través de los vasos capilares donde
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dejan parte de su contenido en tejidos como las glandulas mamarias, tejido adiposo,
musculo y otros. Los quilomicrones se convierten en remanentes de quilomicrones por
medio de la accion de la lipoproteina lipasa, enzima encargada de hidrolizar los
triacilglicéridos de los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad;
posteriormente los quilomicrones se degradan en el higado. Las lipoproteinas de muy
baja densidad se sintetizan en el higado, su sintesis esta regulada por la formacion de la
apolipoproteina B100 y por los triacilglicéridos sintetizados en el higado. Las lipoproteinas
de muy baja densidad son hidrolizadas en los tejidos extrahepaticos, y también dejan
parte de su contenido alli. Las lipoproteinas de muy baja densidad toman dos rutas: 1) se
convierten en remanentes y se degradan en el higado, 2) por catabolismo se convierten
en lipoproteinas de baja densidad. Las lipoproteinas de baja densidad, son lipoproteinas
ricas en colesterol libre y esterificado y son prinicipalmente captadas a nivel hepatico. Los
receptores localizados en las diversas células (apopoliproteina E), permiten que las
lipoproteinas de baja densidad se internalizen e inicien su catabolismo celular, liberando
colesterol libre que inhibe a la hidroximetilglutaril CoA reductasa, enzima clave para la

sintesis de colesterol (Beisiegel, 1998).

Las lipoproteinas de alta densidad se generan por: 1) secrecion de lipoproteinas
de alta densidad nacientes de origen hepético e intestinal, 2) lipolisis de las lipoproteinas
de muy baja densidad y quilomicrones. Las lipoproteinas de alta densidad recogen,
transportan y esterifican el colesterol a traves de la enzima lecitina colesterol
aciltransferasa en los tejidos extrahepaticos, y lo conducen al higado donde se degrada.
Este transporte se conoce como “transporte reverso del colesterol”. Los mamiferos

disponen de colesterol gracias a 2 vias: la exdgena a través de los alimentos y la
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enddgena en la que se sintetiza colesterol en el higado por medio de una compleja via

gue incluye a la enzima reguladora hidroximetilglutaril CoA reductasa (Beisiegel, 1998).

Tabla 2. Principales apolipoproteinas y sus funciones.

Apolipoproteinas Principales funciones

Apo A-l Activa a la enzima LCAT.

Apo A-ll Segunda apolipoproteina mas abundante en la HDL.

Apo A-IV Activadorde la enzima LPL y LCAT.

Apo B-48 Proteina estructural de los quilomicrones.

Apo B-100 Componente primario para la formacion de las LDL y
proteina estructural de las VLDL

Apo C-l Activa a la enzima LCAT.

Apo C-lll Activa a la enzima LPL en los capilares.

Apo D Componente de las HDL.

Apo E Interacciona con el receptor LDL y receptor de Apo E.

Apo, apolipoproteinas; VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; HDL,
lipoproteina de alta densidad; LCAT, Lecitin Colesterol Acil Transferasa; LPL, Lipoproteina lipasa.

TRASPORTE REVERSO
DE COLESTEROL

g

Iy

INTESTINO

4

\
'/f\

\

REMANENENTES DE 0’

- Y
QUILOMICRONES REMANENENTES 7~ 7«& )
Y DE VLDL(IDL) &
QUILOMICRONES
TEJIDOS
e —— EXTRAHEPATICOS
2 PRECURSORES DE HDL
| _ . (DEL HIGADO E INTESTINO)

CAPIL_ARES ACIDOSGRASOSLIBRES
GLANDULAMAMARIA,MUSCULOO TEJIDO ADIPOSO
Figura 4. Metabolismo de lipoproteinas. La sintesis y degradacion de las lipoproteinas es la interaccion de
tejidos como el intestino, higado adiposo y musculo. Imagen tomada y modificada de Nelson y Lehninger,
2004. VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; HDL, lipoproteina de alta
densidad.
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1.4 Eje maestro regulador de metabolismo de lipidos

El eje que regula el metabolismo de lipidos responde al estado energético del

organismo. Ya sea en condiciones de ayuno, restriccién calGrica o ejercicio. Los factores

gue forman este eje son: la cinasa dependiente de AMP, el coactivador de PPARYy 1a, la

enzima sirtuina 1 y el receptor activado por proliferadores de peroxisomas o.

1.4.1 Cinasa dependiente de AMP (AMPK)

La cinasa dependiente de AMP es un

heterotrimero formado por wuna subunidad
catalitica o y dos subunidades regulatorias p y
y (Carling, 2004). Cuando la relacion AMP/ATP
aumenta, el AMP semiactiva a la cinasa
dependiente de cinasa dependiente de AMP a, es
necesario la fosforilacion en la treonina 172 de la
cinasa dependiente de AMP o para cambiar a un
estado de actividad maxima (Figura 5). Una vez
activada la cinasa dependiente de AMP q,
promueve la produccion de ATP por el incremento
en la actividad o expresion de proteinas

involucradas en el catabolismo (Kyriakis, 2003).

TATP / AMP TAMP / ATP
Inactivo
&
AMPK
Cinasas
de —>
AMPK

Thr172

Figura 5. Estructura y activacion
de AMPK. La enzima AMPK se
activa cuando la relacion de
AMP/ATP se incrementa y llega a su
maxima fosforilacion. La AMPK
vuelve a su estado inactivo cuando la
relacion ATP/AMP incrementa.
Modificado de Kyriakis, 2003.Cinasa
dependiente de AMP (AMPK).

Thr172

Actividad
al
maximo

19



La cinasa dependiente de AMP o tiene un papel central en la adaptacion
metabdlica en respuesta a estresores nutricionales agudos y crénicos, ejercicio e inhibe
procesos anabolicos y glucoliticos.

En el higado, la cinasa dependiente de AMP se activa por cambios metabdlicos
posterior a 24 h de ayuno o dietas de restriccion calorica. Otros activadores de cinasa
dependiente de AMP en el higado son: los glucocorticoides y la adiponectina, y los
inhibidores: la grelina, los endocanabinoides y la resistina (Kola y cols., 2005 y Yamauchi
y cols., 2002).

La adiponectina activa a la cinasa dependiente de AMP « en el higado durante el
ayuno, e inactiva las enzimas involucradas en la sintesis de lipidos: fosforila a la enzima
acetil CoA carboxilasa, enzima limitante de la sintesis de acidos grasos elevando la
oxidacion de acidos grasos, reduciendo la lipogénesis y la gluconeogénesis (Yamauchi y
cols., 2002 y Velasco cols., 1997). A su vez inhibe a la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa, enzima limitante de la sintesis del colesterol.

La fosforilacion de acetil CoA carboxilasa por la cinasa dependiente de AMP o
presenta ritmicidad circadiana en higado de roedores, lo que esta asociado a los tiempos
de alimentacion (Davies cols., 1992). El vinculo de cinasa dependiente de AMP a con los
ritmos circadianos se ha reportado de manera mas especifica en higado de roedores,
con la localizacién nuclear y actividad ritmica de cinasa dependiente de AMP a, que
correlaciona a la inversa con los niveles de criptocromo en nucleo. La fosforilacion en
criptocromo 1 por cinasa dependiente de AMP o permite la transduccion de sefales de

nutrientes a los relojes circadianos en organos periféricos. Ademas, la falta de cinasa
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dependiente de AMP a se ha asociado a alteraciones en el reloj molecular de los 6rganos

periféricos (Lamia y cols., 2009).

1.4.2 Sirtuina 1 (Sirtl)

La sirtuina 1 es una
TTransporte
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acidos grasos

través del cual se genera @
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|1

acetil-ADP ribosa (Landry Y  Figura 6. Regulacién de Sirtuina 1 en el metabolismo. La
Sirtuina 1 actla sobre factores de transcripcion que inducen

cols., 2000 y Tanner y cols., cambios en el metabolismo de colesterol, lipidos y glucosa en
respuesta a la restriccion calérica y ayuno.

2000). Se havinculado a la sirtuina 1 con la deacetilacion de histonas, ademas de regular
el metabolismo de lipidos y carbohidratos mediante la interaccion con mdltiples factores
transcripcionales, incluyendo a el coactivador de PPARY 1a, la proteina Fox (FoxO1) y el

receptor nuclear del higado (Motta y cols., 2004; Rodgers y cols., 2005; Li y cols., 2007).

La expresion de la sirtuina 1 responde a cambios en las condiciones fisiol6gicas
(ayuno e inanicidn), mientras que las dietas altas en grasa la reducen. En condiciones de
ayuno y restriccion caldrica (Figura 6), la sirtuina 1 actia sobre el coactivador de
PPARy la, la proteina Fox y el receptor activado por proliferadores de peroxisomas
a, € inducen la gluconeogénesis, la oxidacién de acidos grasos e inhibe la glucdlisis en

higado (Rodgers y cols., 2005).
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Asher y colaboradores mostraron que la sirtuina 1 en higado de ratones es
requerida para la transcripcion de varios genes reloj incluyendo al Receptor nuclear
translocador de aril hidrocarburos en cerebro y musculo (Bmall), Period 2 (Per2),
Receptor huérfano asociado a RAR-y (Rory) y Cry. La sirtuina 1 se une al dimero
Circadian Locomotor Output Cycles Kaput-Receptor nuclear translocador de aril
hidrocarburos en cerebro y musculo de una manera circadiana y promueve la
deacetilacién y degradacion de Periodo2; como la sirtuina 1 depende de Nicotinamida
adenina dinucledtido en su forma oxidada (NAD*) esto demuestra la fuerte relacion del

metabolismo con el reloj molecular.

1.4.3 Coactivador de PPARyla (PGC-1a)

El coactivador de PPARYy 1a, es un coactivador transcripcional que interacciona
con una amplia variedad de factores de transcripcion que estan involucrados en procesos
metabdlicos: termogénesis, biogénesis mitocondrial, metabolismo de lipidos y glicidos
(Puigserver and Spiegelman, 2003). El coactivador de PPARY 1a, se expresa en tejidos
con alta capacidad oxidativa (higado, corazén, musculo, esquelético, tejido adiposo y
cerebro). El aumento en la expresion del coactivador de PPARYy la induce la oxidacion

de acidos grasos, la cetogénesis y la gluconeogénesis en higado.

Durante el ayuno, el coactivador de PPARy 1a es activado por el glucagén y las
catecolaminas via estimulacion del factor de transcripcion del elemento de union de
respuesta al CAMP (Herzig y cols., 2001). El coactivador de PPARYy la, actta sobre el
factor nuclear hepatico 4, el receptor a glucocorticoides y la proteina Fox; factores de

transcripcion que promueven la transcripcion de genes gluconeogénicos como la
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fosfoenoilpiruvato carboxilasa y la glucosa-6-fosfatasa (Yoon y cols., 2001). El ayuno
incrementa la expresion de receptor activado por proliferadores de peroxisomas o, quien
es coactivado por el coactivador de PPARy la induciendo la expresion de genes

involucrados en la oxidacion de acidos grasos en el higado (Vega y cols., 2000).

Chang y cols., 2007, mostraron que el coactivador de PPARy 1o puede oscilar y se
sincroniza a procesos metabolicos en higado de ratones, este coactivador integra sefales

del reloj molecular con el metabolismo.

Eje maestro

Cuando hay una disminucion en el estado energético del organismo (Figura 7), el
incremento en la relacion AMP / ATP incrementa y activa a la cinasa dependiente de
AMP, la cinasa dependiente de AMP fosforila al coactivador de PPARy 1a; a la par la
relacion TNAD* / NADH aumenta, lo que propicia que el coactivador de PPARY la pierda
el grupo acetilo por medio de la sirtuina 1. El coactivador de PPARY 1a forma un complejo
con diversas proteinas y coactivadores, que actlan sobre el heterodimero receptor a
retinoide X-receptor activador por proliferadores de peroxisomas o en respuesta al
incremento de los acidos grasos libres (ligandos de los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas). El complejo receptor a retinoide X- receptor activado por
proliferadores de peroxisomas a-el coactivador de PPARy 1la se une a elemento de
respuesta de proliferacién peroxisomal, y el cual induce la transcripciébn de genes que

actuan en la oxidaciéon de acidos grasos, como la carnitina palmitoil transferasa 1a.
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1.4.4 Carnitina palmitoil transferasa 1a (CPT-1q)

La enzima carnitina palmitoil transferasa I, es la enzima central en la oxidacion de
acidos grasos de la mitocondria, de la cual existen tres isoformas, una en el higado (CPT-
IL) conocida también como CPT-1a, una en el musculo (CPT-Im) y actualmente se conoce
otra isoforma localizada en el cerebro (CPT-Ic) (McGarry y Brown, 1997; Price y cols.,

2002).

AMP / ATP Citosol
NAD* / NADH

AGL

Nucleo

IR S Vitocondria
cetonicos

Figura 7. Eje maestro regulador del metabolismo de lipidos. En respuesta al estado energético del
organismo (AMP/ATP y NAD+/NADH); la cinasa dependiente AMP q, la sirtuina 1, el coactivador PPARYy
y el receptor activado por proliferadores de peroxisomas «, regulan la transcripcion de carnitina palmitoil
transferasa la, enzima limitante de la oxidacién de acidos grasos mitocondrial.

La carnitina palmitoil transferasa 1o, esta anclada en la membrana externa de la
mitocondria y actla en asociacion con la acil-coenzima A sintetasa y la carnitina-
acilcarnitina translocasa, en la transferencia de acidos grasos de cadena larga del citosol
a la matriz mitocondrial (Figura 8.), donde ocurre la oxidacién de los acidos grasos

(Bieber, 1988). La carnitina palmitoil transferasa 1a se inhibe por el incremento de malonil
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CoA, en respuesta al estado postprandial del organismo y regula la entrada de los acidos

grasos de cadena larga hacia el interior de la mitocondria, la oxidacion de acidos grasos

hepética y la cetogénesis (McGarry y Mannaerts, 1977).

1.4.5 Oxidacion de &cidos grasos

Durante el proceso de oxidacion de acidos grasos; el acido graso activado (acil-

CoA) pasa por cuatro procesos: 1) oxidacion, por la enzima acil CoA deshidrogenasa, 2)

hidratacion, por la enzima enoil-CoA hidratasa, 3) oxidacion, por la enzima hidroxiacil CoA

dehidrogenasa y 4) tiolisis, por la enzima tiolasa, dando como producto una molécula de

acetil CoA y una de acil CoA con dos carbonos menos (Mannaerts y cols., 1979). La acil

CoA entra nuevamente al ciclo de oxidacién y el incremento de acetil CoA se metaboliza

para la formacion de cuerpos cetonicos (acetoacetato y B-hidroxiburitato) (Krebs y cols.,

1969).

AMP + PPi

FN ATP +

AGL

"7 Acil-coA
Sintetasa

Carnitina Acilcarnitina

Carnitina Acilcarnitina

Acilcarnitina

R-CH,-CH,-CO ~S -CoA

FADH,

OXIDACION

Acil con dos
carbono

Acetil - CoA

R-CH=CH-CO~S-CoA
Enoil - CoA

OH ‘/}_ ‘
HIDRATACION

1
R-CH-CH,-CO~S-CoA
B - hidroxiacil - CoA

menos
TIOLISIS
HS - CoA

R-CO-CH,-CO~S-CoA
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NADH +H*

OXIDACION -

Figura 8. Oxidacion de acidos grasos libres en la mitocondria. A) Los acidos grasos son activados por la
carnitina palmitoil transferasa la. B) Los acidos grasos activados, pasan por 4 reacciones enzimaticas, para

su obtencion de acetil CoA.
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1.5 Ritmos Biolégicos

Un ritmo biolégico es la recurrencia de eventos fisioldgicos, bioquimicos y
moleculares que ocurren a intervalos regulares de tiempo. Los ritmos biolégicos son
formas en que los organismos se adaptan a su entorno, como consecuencia del
movimiento de la tierra sobre su propio eje, alrededor del sol y el movimiento de la luna
alrededor de la tierra. Se presentan a lo largo de la escala filogenética (desde bacterias
hasta mamiferos) de manera conservada, permitiendo a los organismos predecir y
anticipar cambios geofisicos de su medio (Sharma, 2003; Tauber y cols., 2004).

Los periodos de oscilacién de los ritmos biolégicos van desde los ms hasta los
ritmos estacionales y se pueden clasificar en tres tipos de acuerdo a su frecuencia
(numero de ciclos por dia): 1) ultradianos, con frecuencia inferior a 20 h (latido cardiaco,
secrecion de algunas hormonas, 2) los infradianos, con frecuencia mayor a 28 h (ciclo
menstrual) y los circadianos, con una frecuencia alrededor de las 24 h, son los més
ubicuos en la naturaleza (ciclo suefio-vigilia) (Kokkari y Sothern, 2006). La expresion de
los ritmos biolégicos depende de relojes enddgenos, los cuales confieren al organismo
un orden temporal.

La cronobiologia es la ciencia encargada del estudio de relojes biolégicos, su
funcionamiento y sus implicaciones en los sistemas de organizacion de la vida (Refinetti,
2006). Los ritmos cuya frecuencia es cercana a las 24 h, denominados circadianos, son

los mejor estudiados.
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1.6 Ritmos Circadianos

Los ritmos circadianos son los ritmos biolégicos mas estudiados, estos presentan
un periodo cercano a las 24 h. En mamiferos los ritmos circadianos son regulados por
una estructura par llamada ndcleo supraquiasmatico, localizada en la region ventral del
hipotalamo. El nulcleo supraquiasmatico se sincroniza a sefiales externas de luz-
oscuridad a través de aferencias directas de la retina, es conocido como reloj endégeno-
marcapasos, ya que en condiciones in vitro persiste su ritmicidad (Moore y Klein, 1974).
Animales con lesiones en el ndcleo supraquiasmatico, presentan patrones arritmicos en
la actividad locomotriz (Moore y Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972). El nucleo
supraquiasmatico, sincroniza tejidos periféricos (conocidos como osciladores periféricos)
a través de sefiales humorales y neuronales.

Las neuronas del nucleo supraquiasmatico, presentan una maguinaria del reloj
molecular, pero un hallazgo trascendente de los ultimos afios fue que los genes-reloj
también se expresan en otras zonas del cerebro y en 6rganos periféricos como el higado,
rifidn, corazon y otros (Damiola y cols., 2000). La vision actual de la fisiologia circadiana
es que el organismo esta conformado por una poblacién de osciladores, siendo el nucleo
supraquiasmatico el principal, y que funge como coordinador del resto de los osciladores

circadianos, (Damiola y cols., 2000; Reghunandanan y Reghunandanan, 2006).

1.7 Reloj Molecular

Los ritmos circadianos se generan por un mecanismo molecular constituido por

genes y proteinas “reloj” que conforman el llamado “reloj molecular”. Este sistema permite
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la medicion del tiempo en los organismos, asi como en cada una de sus células, tejidos
y 6rganos. Su funcionamiento se basa en un conjunto de asas de transcripcién-traduccion
con retroalimentacion positiva y negativa. El asa positiva estd formada por los genes
Circadian Locomotor Output Cycles Kaput y receptor nuclear translocador de aril
hidrocarburos en cerebro y mdsculo; y el asa negativa por los genes Period y
Criptocromo, otros genes que participan en la regulacion del reloj molecular son el
receptor nuclear subfamilia 1 (Rev-Erba—y), Rora (Ko y Takahashi, 2006). La maquinaria
del reloj molecular es susceptible de regulacion por varios factores, pero entre los mas
importantes se encuentra el estado energético celular (Figura 9), el cual esta intimamente
ligado a las reacciones anabdlicas y catabdlicas que forman el entramado metabdlico
celular (Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz, 2010). En condiciones de ayuno, restriccion
caldrica o ejercicio los niveles en la relacion NAD*/NADH y AMP/ATP incrementan, lo que
propicia que factores que responden a la diminucién del estado energético del organismo
se activen regulando la sintesis de factores de transcripcién (PPARS) y coactivadores que

participan en el metabolismo de lipidos y glucosa (Huang y cols., 2011).
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Figura 9. Reloj molecular y metabolismo. El reloj molecular estid conformado por asas de
retroalimentacion positiva (CLOCK:BMAL) y negativa (PER:CRY). Incremento en la relacion de
NAD*/NADH y AMP/ATP que incide en la regulacién de reloj molecular y factores metabdlicos que actdan
en el metabolismo de glucosa y lipidos. AGL: &acidos grasos libres; PPARa~y: receptor activado por
proliferadores de peroxisomas o—y, AMPK: Cinasa dependiente de AMP; PGC-1la: Coactivador de
PPARy 1a; NAMPT: nicotinamida fosforibosil transferasa. CLOCK: Circadian Locomotor Output Cycles
Kaput; BMAL1: receptor nuclear translocador de aril hidrocarburos en cerebro y masculo; PER1: Periodo;
CRY: Criptocromo. Modificada de Huang cols., 2011.

1.8 Oscilador Sincronizado por Alimento (OSA)

Se ha postulado la presencia de un oscilador independiente al nucleo
supraquiasmatico, llamado Oscilador Sincronizado por Alimento, este oscilador se
manifiesta cuando se restringe el alimento diariamente por 2 h, por un lapso de 3
semanas durante la fase de luz, conocido como restriccion diurna de alimento. Durante
la expresion del Oscilador Sincronizado por Alimento, se presenta una conducta conocida

como actividad anticipatoria al alimento, la cual se caracteriza por el incremento en la
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actividad locomotriz de la rata, esta anticipacion se presenta cerca de 2 a 4 h antes del
acceso a la comida (Richter, 1922 y Mistlberger, 1994). Esta conducta actua en paralelo
con el incremento de temperatura, secrecion de corticosterona, motilidad gastrointestinal,
actividad en las enzimas digestivas e incremento en la actividad y presencia de factores
de transcripcion, enzimas y proteinas asociados a un estado catabdlico (Aguilar-Roblero

y Diaz-Mufioz, 2010).

Factores humorales

N (A
L
15
Inervacion auténoma
Factores humorales

®

l Ali y formas de alir i0 l

Tejidos periféricos (osciladores periféricos) l Tejidos periféricos (osciladores periféricos)

Figura 10. Oscilador Sincronizado por Luz y Oscilador Sincronizado por Alimento. A) El nicleo
supraquiasmatico sincroniza a tejidos periféricos en repuesta a sefiales de luz. B) Cuando se restringe el
alimento o se imponen formas de alimentacion, el alimento actia como sincronizador de los tejidos
periféricos.

Los cambios generados a nivel conductual y fisioldgicos por la restriccion diurna
de alimento, ocurren independiente a los ciclos de luz-oscuridad, en luz constante y en
animales con lesion en el nucleo supraquiasmatico (Stephan y cols., 1979; Mistlberger,
1994). Por lo tanto, en el sistema circadiano de mamiferos se reconocen dos principales
sistemas oscilatorios (Figura 10), uno sincronizado por la luz y otro por el alimento.

Damiola y cols., 2012, mostraron que, en ratones con alimentacion durante la fase
de luz, la expresion de Periodol-2 incrementd, indicando que los genes reloj en higado

se sincronizan a la restriccion de alimento durante el dia. De manera similar el perfil de
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24 h de receptor nuclear translocador de aril hidrocarburos en cerebro y muasculo, se
modifica en respuesta a la restriccion diurna de alimento (Arellanes-Licea y cols., 2014).

La estructura o region donde se localiza el Oscilador Sincronizado por Alimento
hasta el momento es incierta. Se ha estudiado la participacion de nucleos hipotalamicos
gue participan en procesos de balance energético, hambre y saciedad; sin embargo, la
lesion de estas estructuras no impide la sincronizacion por alimento (Mistlberger y
Rechtschaffen, 1984). Pardini y Kaefer (2006) han planteado que este reloj circadiano
esta constituido por un sistema distribuido formado por asas de retroalimentacion, donde
participan varias estructuras del sistema nervioso central, las cuales interaccionan con
organos periféricos de integracion metabdélica como el higado, pancreas y estobmago los
cuales son reguladores del estado de balance energético. Este oscilador se manifiesta

Gnicamente bajo condiciones catabdlicas (ayuno y restriccion de alimento).

1.9 Metabolismo de lipidos durante la expresion del Oscilador Sincronizado por

Alimento

Durante la actividad anticipatoria (antes de la ingesta de alimento), el tejido
adiposo presenta un pico de actividad lipolitica que se traduce en un incremento
importante (~4 veces) en los niveles de acidos grasos circulantes en el tiempo previo al
acceso al alimento (Rivera-Zavala y cols. 2011). El higado capta los acidos grasos y los
activa como ligandos para la accion de los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas o, Yy como sustratos energéticos al ser oxidados por peroxisomas y

mitocondrias (Rivera-Zavala y cols. 2011).
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A pesar del aporte incrementado de acidos grasos al higado, no se genera higado
graso, al contrario, durante la expresion del Oscilador Sincronizado por Alimento
disminuyen los niveles de triacilglicéridos hepaticos (Diaz-Mufioz y cols. 2010). Este
evento se ve acompafiado por un incremento importante en los niveles de cuerpos
ceténicos circulantes, lo que se interpreta como un aumento en la actividad de la
B-oxidacién mitocondrial (Diaz-Mufioz y cols. 2000). El higado muestra un incremento en
el potencial protén-motriz de la mitocondria, asi como niveles superiores de ATP (Baez-
Ruiz y cols. 2005). De manera paradojica, durante la expresion del Oscilador
Sincronizado por Alimento no se detecta una disminucion del glucégeno hepéatico, ain en
los tiempos previos al acceso al alimento. Lo anterior se interpreta en el sentido que,
durante la expresion del Oscilador Sincronizado por Alimento, el metabolismo de lipidos
es mas activo que el metabolismo de glucidos, y representa una de las adaptaciones
reostaticas que sirven de plataforma para el cambio en la fisiologia circadiana en que se
basa la expresion del Oscilador Sincronizado por Alimento (Aguilar-Roblero y Diaz-

Mufioz, 2009).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la expresion del Oscilador Sincronizado por Alimento, se presenta una
forma distintiva de regulacién metabdlica en el organismo, y particularmente en el higado,
que promueve adaptaciones de caracter reostatico en la dinamica de lipidos y en el
funcionamiento mitocondrial. En este contexto, la gran liberacion de acidos grasos por el
tejido adiposo promueve un ajuste en el metabolismo del higado favoreciendo su
oxidacion, la formacion de cuerpos cetonicos y la obtencion de energia. De forma
paralela, los acidos grasos actuan también como efectores de factores transcripcionales
(por ejemplo, los receptores activados por proliferadores de peroxisomas) que adecuan
el metabolismo para optimizar la fisiologia hepatica en esta condicion de manejo
prioritario de lipidos que es caracteristica de la expresiéon del Oscilador Sincronizado por
Alimento. Entre las adaptaciones que hemos ya caracterizado en el laboratorio estan los
cambios que presentan los peroxisomas en su presencia y en su funcionamiento.

Como continuacién natural de esta serie de experimentos, en el presente proyecto
proponemos complementar los datos ya mencionados con un estudio en donde se
explore a profundidad las adaptaciones que presenta la mitocondria durante el manejo
incrementado de lipidos que caracteriza la expresion del Oscilador Sincronizado por
Alimento. De manera particular caracterizaremos la via catabolica de los acidos grasos
en este organelo (B-oxidacién), asi como su regulacion cronobiologica a nivel

transcripcional y enzimatica.
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3. HIPOTESIS

Durante la expresion del Oscilador Sincronizado por Alimento se presentara un
aumento en la actividad y presencia de los reguladores de la B-oxidacion mitocondrial
hepatica: la cinasa dependiente de AMPaq, la sirtuina 1 y el coactivador de PPARYy 1a, asi

como en la enzima carnitina palmitoil transferasa 1o antes de la ingesta del alimento.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la regulacion de la B-oxidacion mitocondrial hepatica durante la expresion del

Oscilador Sincronizado por Alimento.

1. OBJETIVOS PARTICULARES

Cuantificar el perfil de 24 h de:

1. La presencia del coactivador de PPARy 1a en nucleo.

2. La presencia de la sirtuina 1 en nucleo.

3. La presencia de la cinasa dependiente de AMP « fosforilada en citosol y
nucleo.

4. La presencia de carnitina palmitoil transferasa 1o en mitocondria.

5. La produccioén de [**C]CO:2 a partir de [**C]-acido palmitico.

6. Los niveles en suero de cuerpos cetonicos.

7. Los niveles en higado de malonil CoA.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

Cuantificar el perfil de 24 h en suero de:

1. Colesterol.

2. Triacilglicéridos.
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3. Lipoproteinas de alta densidad.
4. Lipoproteinas de baja densidad.

5. Lipoproteinas de muy alta densidad.
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5. METODOLOGIA

5.1 Animales

Ratas macho de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) con peso de 200 + 20 g fueron
mantenidos en ciclos de luz-oscuridad de 12:12 (encendido de la luz a las 08:00 h) y a
una temperatura constante (22 £ 1 °C). La intensidad luminosa en la superficie de las
cajas fue de 350 lux. Los animales se colocaron en grupos de 4, en cajas de acrilico
transparente (40 x 50 x 20 cm) con libre acceso al agua. Todos los experimentos fueron
aprobados y llevados de acuerdo a la Guia de Cuidado y Uso Institucional de Animales

para Uso Biomédico (UNAM).

5.2 Disefio Experimental

Las ratas se asignaron a cuatro condiciones: 1) Ratas bajo alimentacion ad libitum,
durante tres semanas y sacrificadas cada tres horas hasta cubrir un dia completo,
iniciando a las 8:00 h; 2) Ratas expuestas a una restriccion diurna de alimento con acceso
a comida de 12:00 a 14:00 h durante tres semanas y sacrificadas al igual que las ad
libitum; 3) Ratas ayunadas por 21 horas y 4) Ratas que fueron ayunadas 22 horas y
realimentadas por 2 horas. Las ratas ayunadas y realimentadas sirvieron como control
de condicién para los grupos sacrificados de 11:00 y 14:00 h bajo la condicién de

restriccion diurna de alimento respectivamente (Luna-Moreno y cols., 2012).
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5.3 Obtencidn de suero

La sangre (arterial y venosa) se colectdé en tubos vacutainer y centrifugados a

5,000 rpm por 5 minutos.

5.4 Cuantificacion de Malonil CoA en higado

Se homogeniz6 1 mg de higado en 1 mL de buffer de fosfatos (PBST). La muestra
se tratd de acuerdo a las instrucciones del kit Rat Malonyl Coenzime A ELISA Kit,
(MyBioSource, San Diego, CA). El ensayo emplea la inhibicion competitiva de una enzima
por inmunoensayo, en una reaccion colorimétrica. El rango de deteccion es de 1.25

ng/mL-20 ng/mL.

5.5 Cuantificacion de cuerpos cetdnicos en suero

La concentracion de cuerpos ceténicos se cuantificd de acuerdo a las instrucciones del
kit comercial. La reaccidén se basa en la reaccién de 3-hidroxibutirato dehidrogenasa,
donde el cambio en la absorbancia de NADH, cuantificado a 340 nm es directamente

relacionado a las concentraciones de acido acetoacético y acido 3-hidroxibutirico.

5.6 Cuantificacion del perfil lipidico

Se utilizé el kit SPINREACT (Lab Center de México S.A. de C.V), para la cuantificacion

colorimétrica del colesterol, TAG, HDL y VLDL en muestras de suero.
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La concentracion de VLDL y LDL fue calculada de acuerdo a las instrucciones del Kit.
VLDL = TAG /5.

LDL = Colesterol Total — HDL — VLDL.

5.7 Fraccionamiento Subcelular

Las ratas fueron decapitadas y seccionadas para la obtencion de higado (~5 g). El
fraccionamiento celular fue llevado acabo de acuerdo al reporte de Aguilar-Delfin y col,
1996. El higado se homogeniz6 en un buffer: sacarosa 225 mM, EGTA 0.3 mM, DTT 1
mM y Tris-HCL 10mM (pH 7.4; 1:10 peso/volumen), suplementado con inhibidores de
proteasas (PMSF 0.1 mM, Benzamidina 0.1 mM, Pepstatina A 10 ul, Aprotina 1 ug/mL,
O-fenantrolina 1 pug/mL y Leupeptina 10 ug/mL de) e inhibidores de fosfatasas (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) El homogenado se centrifugd a 1500 g por 15 min, y el pellet se
utilizé para aislar la fraccién nuclear. El sobrenadante se centrifug6 a 10,000 g por 20 min
para sedimentar la fraccion mitocondrial. El nuevo sobrenadante se ultracentrifugd a
100,000 g por 60 minutos para obtener la fraccion citosélica. La fraccién nuclear fue

preparada del primer pellet. La cantidad de proteina se determiné por el método Bradford.

5.8 Western Blot

Las fracciones celulares fueron suspendidas en un buffer de dodecilsulfato sddico
(SDS) en condiciones reductoras, descritas por Laemmli (electroforesis) e incubadas a

80°C por 1 minuto. Las proteinas fueron separadas en dos diferentes geles de
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electroforesis: (sodio-dodecil sulfato-poliacrilamida) al 7.5%. Las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa y bloqueadas con buffer fosfato salino (PBS)
con leche desgrasada al 5% y Tween al 0.1 % por 1 h. Las membranas fueron incubadas
toda la noche con anticuerpo primario Anti-AMPK (abcam®) 1:500 en la fraccion de
citosol, Anti-PGC-12 (abcam®) 1:000, Anti-Phospho AMPKa (Cell Signaling
TECHNOLOGY®) 1:1000, Anti-Sirtuina 1 (abcam®) 1:1000 en la fraccion de ndcleo, y
Anti-CPT1 (Cell Signaling TECHNOLOGY®) 1:1000 en la fraccion de mitocondria.
Respectivos controles de carga: a) para la fraccion de citosol: Anti-Tubulina 1:2000
(abcam®); b) para la fraccién de ndcleo: Anti-Laminina 1 (abcam®) 1:1000 y c) para la
fraccion de mitocondria: Anti-VDAC1/Porina (abcam®) 1:1000. Las membranas fueron
lavadas y dejadas en anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina en una
concentracion 1:5000, por 2 horas. La relacion entre la cantidad de los controles de carga

y la sefial de las proteinas fue utilizada para la presentacion de los resultados.

5.9 Inmunohistoquimica

El higado fue fijado por 1 semana en formalina 10% a 4 °C, se hicieron cambios
de formalina cada 2 dias. Después de la fijacién, el tejido se embebié en parafina y se
secciond en rebanadas de 7-8 um. Las muestras se desparafinaron toda la noche a 60°C
en un horno. Las rebanadas se hidrataron en una serie de solventes: xilol 100 % (10 min),
etanol 100% (5 min), etanol 96% (5 min), etanol 80% (5 min), y agua desionizada (10
min). Para exponer el antigeno se coloco en buffer de citratos 1X (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO), en bafio Maria a 80°C por 25 min, seguido de buffer PBS con 1% de leche
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sin grasa para bloguear por 1 h. Las secciones fueron lavadas 3 veces por 5 min con
0.5% PBST e incubadas toda la noche a temperatura ambiente con anticuerpo primario
Phospho-AMPK (Thr 172) 40H9 (Cell Signaling TECHNOLOGY) a una concentracion
1:100. Al siguiente dia las secciones fueron lavadas 3 veces por 5 min con 0.5% PBST e
incubadas con anticuerpo secundario Alexa Flour® 488 de burro anti conejo 1gG (H+L),
Thermo Scientific a una concentracion 1:400. La cuantificacion se hizo en las primeras 5
hileras de células de la zona pericentral y portal periportal. Para definir la zonacion, se
hizo una relacién de la cuantificacion de la zona pericentral / periportal: zonacién
pericentral (relacion <1), zonacion periportal (relacion >1), sin zonacion (relacion 0.8-1.2).

La sefial por fluorescencia se visualizé en el programa Image Pro Plus Version 6.1.

5.10 Oxidacién de acidos grasos U-[**C]Palmitoil CoA

Se lavo 1.5 g de higado en solucion salina, y se homogeniz6 en 2 mL de buffer
con manitol: D-manitol 300mM, HEPES 10mM y EDTA 1mM, pH 7.2. El homogenado se
centrifugd a 3,500 rpm por 10 min, se obtuvo el sobrenadante. En un matraz de 25 mL se
colocaron 2 mL de la solucién de incubacion: D-manitol 13mM, NaCl 40mM, MgCl25 mM,
Tris-HCI 78 mM, K2HPO410mM, KCI 2 mMy EDTA 1mM, a la cual se le afiadi6 en fresco:
L-carnitina 1mM, ATP 5 mM, NAD 1 mM, ADP 5 mM, FAD 0.06 mM y CoA 100 uM, pH
7.2. A la solucion de incubacion se le afiadieron 2 mg de proteina y 50 ul de la solucion
madre de &cido palmitico 2 mM y U-[**C]Palmitoil CoA (6 uCi), el matraz se tapé con un
tapon de hule rigido el cual llevo insertado en la parte de en medio un clip que sostuvo

en un tubo de 600 pL (canastilla) conteniendo 100 uL de KOH al 10%. Se coloco un
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matraz en las mismas condiciones, al cual se le afiadi6é 0.3 mL de acido perclorico al 70%,
para tener la muestra blanco.

El matraz se colocé en bafio Maria a 37° por 90 minutos. Se le afiadié 0.3 mL de
acido perclérico al 70% e inmediatamente se coloco en hielo por 60 minutos. El contenido
de la canastilla se colocé en viales que contenian 10 mL de tritosol. Los viales se llevaron

a un contador de centelleo y cada muestra se ley6 por 2 minutos.

5.11 Estadistica

Los datos fueron agrupados por condicién experimental y tiempo (valor promedio
* error estandar). Los valores se analizaron por medio de la prueba ANOVA de 2 vias,
con un factor por grupo (2 niveles) y un factor de tiempo (8 niveles). Para efectos
temporales significativos se utilizé la prueba ANOVA de 1 via. Las ANOVAs fueron
seguidas por una prueba Bonferroni post hoc con una p < 0.05. Los andlisis estadisticos
fueron realizados con el programa GraphPad Prism (version 5.0 for Windows; GraphPad
Software, US). Todas las gréficas fueron realizadas usando el programa Sigma plot

(Jandel Scientific, US).
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6. RESULTADOS

Oxidacion de acidos grasos

Los cuerpos cetdnicos y el CO2 son productos de la oxidacion de acidos grasos en
la mitocondria del higado. La carnitina palmitoil transferasa la, es la enzima limitante de
lo oxidacion de acidos grasos, la cual puede ser inhibida por el metabolito malonil CoA,
en respuesta al estado metabdlico (ayuno-alimentacion).

En la figura 11A, el grupo ad libitum presenta niveles constantes en suero de los
cuerpos cetonicos. El grupo restriccion diurna de alimento presenté un incremento
significativo ~50% antes (11:00 h) y ~30% después (14:00 h) de la ingesta de alimento
contra el grupo ad libitum. En el periodo de luz el grupo de restriccién diurna de alimento
presentd un incremento del ~23% contra el periodo de oscuridad. El grupo de condicién
alimenticia (ayuno de 1 dia), presentd un incremento significativo ~4 veces contra el grupo
de restriccion diurna de alimento (11:00 h). Mientras que el grupo de realimentacion de 1
dia, presenté una disminucioén significativa ~35% contra el grupo de restriccién diurna de
alimento (14:00 h). Como se esperaba el ayuno de 1 dia presentd un incremento
significativo ~80% contra el grupo realimentacion de 1 dia.

La figura 1B muestra el perfil diario de la produccién de U-[**C]CO:2 a partir del
U-[**C]Palmitoil-CoA; ambos grupos presentaron un perfil con ritmicidad. El grupo ad
libitum presentd un pico en la transicion luz-oscuridad (20:00 h). Mientras que el grupo
de restriccidon diurna de alimento presenté un avance de fase de mas de 3 horas, con dos

picos [(17:00 h) y otro pico con menor magnitud (02:00 h), que también se presenta en el
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grupo ad libitum]. En el grupo de restriccién diurna de alimento el periodo de luz presentd
un incremento significativo de ~32% contra el periodo de oscuridad. El grupo de condicion
alimenticia presenté un incremento significativo ~50% contra el grupo de restriccion

diurna de alimento (11:00 h).
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Figura 11. Efecto de la restriccion diurna de alimento en las variaciones diarias en la oxidacion de
acidos grasos. A) Cuerpos cetonicos, B) U-[*4C]COz, Malonil CoA y Carnitina palmitoil transferasa 1o (CPT-
la). Grupo con alimentacion ad libitum (AL) (@) y grupo con restriccion diurna de alimento (RDA) (®). La
barra blanca y negra representa el periodo de luz-oscuridad (12 h-12 h), el rectangulo gris en el eje de la “X”
indica el tiempo de acceso al alimento (12:00-14:00 h). Diferencia significativa dentro del grupo AL y RDA,
& y #p < 0.05 respectivamente, ANOVA de una via. Puntos de tiempo con diferencia significativa entre el
grupo AL y el grupo RDA son marcados con un *p < 0.05, ANOVA de 2 vias, prueba post hoc Bonferroni.
Diferencia significativa entre el grupo de ayuno de un dia y realimentacién de 1 dia en comparacion con el
grupo RDA (11:00 y 14:00 h), son marcados con un 1t y ¥p < 0.05, Prueba “t" de Student. Diferencia
significativa entre el grupo de ayuno de un dia y realimentacion de 1 dia son marcados con un $, p < 0.05,
Prueba “t” de Student. Los datos son la representacion de la media + error estandar de una n de 4 individuos.

La presencia de la carnitina palmitoil transferasa 1o y el metabolito malonil CoA
(Figura 1C y 1D) presentaron variaciones constantes en ambos grupos ad libitum y

restriccion diurna de alimento. Sin embargo, en la presencia de carnitina palmitoil
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transferasa la, el grupo de condicion alimenticia ayuno de 1 dia, presento un incremento
significativo sobre los grupos restriccion diurna de alimento y realimentacion de 1 dia de

~38% y 35% respectivamente.

Eje maestro de la oxidacién de acidos grasos

La enzima cinasa dependiente de AMP, es semiactivada por AMP en la subunidad
a, y totalmente activada por la fosforilacion de la cinasa supresor de tumores. La
activacion de la cinasa dependiente de AMP, promueve la oxidacion de acidos grasos y

el transporte de glucosa al hepatocito.

La figura 12, presenta el perfil de la concentracion de proteina de la cinasa
dependiente de AMPa en citosol. El grupo ad libitum, presenta valores constantes (Figura
12A), mientras que el grupo de restriccion diurna de alimento presenta un incremento del
~50% al final de la fase oscura (5:00 h), los grupos control de alimentacion ayuno de 1
dia y realimentacion de 1 dia, no muestran diferencias contra el grupo de restriccion
diurna de alimento (11:00 y 14:00, respectivamente), sin embargo, ambos grupos
presentan valores inferiores al valor maximo del grupo de restriccién diurna de alimento
(5:00 h). La presencia de la cinasa dependiente de AMPa fosforilada en el nucleo (Figura
12B), presenta valores constantes en el grupo ad libitum, con un retraso en el grupo de
restriccion diurna de alimento, y un sutil incremento en la transicion luz-oscuridad en
ambos grupos. Los grupos de ayuno de 1 dia y realimentacién de 1 dia. presentan una
disminucién del 93 y 96% contra el grupo de restriccion diurna de alimento (11:00 y 14:00,
respectivamente). Los grupos de ayuno de 1 dia y realimentacion de 1 dia, presentan

valores reducidos en comparacion al promedio del grupo ad libitum. La relacion nucleo/
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citosol de pAMPKa presenta valores constantes en el grupo AL y restriccion diurna de

alimento. El grupo de restriccién diurna de alimento presenta un sutil incremento en la

transicion luz-oscuridad, con una disminucion al final de la fase oscura (5:00 h) en

respuesta al incremento en la fraccion de citosol (5:00 h) (Figura 12C).
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Figura 12. Efecto de la restriccion diurna de alimento en las variaciones diarias de la cinasa
dependiente de AMP subunidad alfa fosforilada (pPAMPKa). A) pAMPKa en citosol, B) pAMPKa en
nucleo y C) Relacion citosol/ndcleo de pAMPKa. Grupo con alimentacion ad libitum (AL) (@) y grupo con
restricciéon diurna de alimento (RDA) (®). La barra blanca y negra representa el periodo de luz-oscuridad
(12 h-12 h), el rectdngulo gris en el eje de la “x” indica el tiempo de acceso al alimento (12:00-14:00 h).
Diferencia significativa entre el grupo de ayuno de 1 dia y realimentacion de 1 dia en comparacion con el
grupo RDA (11:00 y 14:00 h), son marcados con un 1y ¥p < 0.05, Prueba “t” de Student. Los datos son la
representacion de la media * error estandar de una n de 4 individuos.

Zonacion pAMPK

El grupo ad libitum (11:00 h) presenta una zonacién pericentral (relacién 0.37). Por

otro lado, el grupo restriccion diurna de alimento (14:00 y 5:00 h) presenta una zonacion

periportal (relacion 1.33 y 1.35 respectivamente). En la zona pericentral el grupo de ayuno

de 1 dia presento un incremento de ~52 y 47% sobre los grupos restriccion diurna de

alimento (11:00 h) y realimentacion de 1 dia respectivamente. El patron en la zona

periportal es muy similar: el grupo de ayuno de 1 dia presentd un incremento de ~48 y

50% sobre los grupos restriccion diurna de alimento (11:00 h) y realimentacion de 1 dia
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respectivamente. En ambas zonas el grupo de realimentacion de 1 dia presentdé una

diminucion contra el grupo de restriccion diurna de alimento (14:00 h).
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Figura 13. Distribucién nuclear hepatica de la cinasa dependiente de AMPa fosforilada (pAMPK) en la
zona pericentral (PC) y periportal (PP). A) Sefial inmunohistoquimica de cinasa dependiente de
AMPq fosforilada (pAMPKao) en los grupos ad libitum (AL) y restriccion diurna de alimento (RDA) (11:00,
14:00 y 5:00 h), grupos de ayuno de 1 dia y realimentacién de 1 dia en la zona PC y PP. Aumento 40X, las
escalas son indicadas con las barras blancas. Cada imagen presenta el control representativo de he patocitos
PC y PP sin anticuerpo primario. B) La grafica de barras muestra la cuantificacion de la sefial de pAMPK en
la zona PP (barras negras) y en la zona PC (barras blancas). La relacién entre las sefiales cuantificadas de
los hepatocitos PC y PP se colocé encina de cada barra. La zonacién PP/PC se representé PP (> 1), PC (<1)
0 sin zonacion (0.8-1.2). Los datos son la representacion de la media de 200 observaciones de nucleos de
hepatocitos individuales.

La sirtuina 1 juega un papel fundamental en la respuesta del organismo en
condiciones de ayuno o restriccion calorica, cuando el estado energético disminuye,
actuando sobre factores involucrados en la formacion de energia a través de los
carbohidratos y lipidos en el higado.

La figura 14A muestra variaciones constantes del grupo ad libitum y restriccion
diurna de alimento en la presencia de la sirtuina 1 en nucleo en higado. Sin embargo, los
grupos de condicion alimenticia ayuno de 1 dia y realimentacion de 1 dia, presentaron un

incremento significativo sobre el grupo de restriccion diurna de alimento (11:00 y 14:00
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h) de ~55% y 35% respetivamente. Como se esperaba el grupo de ayuno de un dia
presento un incremento significativo de ~40% sobre el grupo de realimentacion de 1 dia.

El grupo ad libitum presento variaciones constantes en el perfil diario de la relacion
ndcleo / citosol. Ademas, el grupo de restriccion diurna de alimento gané ritmicidad, con
un pico (05:00 h) al final del periodo de oscuridad sobre el grupo ad libitum. Los grupos
de condicién alimenticia ayuno de un dia y realimentacién de 1 dia presentaron un
incremento significativo sobre el grupo de restriccion diurna de alimento (11:00 y 14:00
h) de ~55% y 35% respectivamente. El grupo de ayuno de 1 dia presentd un incremento

significativo de ~40% sobre el grupo de realimentacion de 1 dia (Figura 3B).
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Figura 14. Efecto de la restriccion diurna de alimento en las variaciones diarias de sirtuina 1 (SIRT1).
A) sirtuina 1 en nucleo, B) Relacién de sirtuina 1 nucleo/citosol. Grupo con alimentacion ad libitum (AL) (@) y
grupo con restriccion diurna de alimento (RDA) (®). La barra blanca y negra representa el periodo de luz-
oscuridad (12 h-12 h), el rectangulo gris en el eje de la “x” indica el tiempo de acceso al alimento (12:00-14:00
h). Diferencia significativa dentro del grupo RDA, #p < 0.05 respectivamente, ANOVA de una via. Puntos de
tiempo con diferencia significativa entre el grupo AL y el grupo RDA son marcados con un *p < 0.05, ANOVA
de 2 vias, prueba post hoc Bonferroni. Diferencia significativa entre el grupo de ayuno de 1 dia y realimentaciéon
de 1 dia en comparacion con el grupo RDA (11:00 y 14:00 h), son marcados con un 1y fp < 0.05, Prueba “t”
de Student. Diferencia significativa entre el grupo de ayuno de 1 dia y realimentacion de 1 dia son marcados
con un $, p < 0.05, Prueba “t” de Student. Los datos son la representacion de la media + error estandar de
una n de 4 individuos.

En la Figura 14A, ambos grupos ad libitum y restriccion diurna de alimento no

presentan variaciones en el perfil de 24 h. La relacién nucleo / citosol en el perfil de 24 h
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muestra una disminucion (~78%) del grupo de restriccion diurna de alimento contra el
grupo ad libitum (Figura 14B). El grupo de restriccion diurna de alimento gana ritmicidad

(ANOVA 1 via), con un incremento méaximo observado a las 5:00 h.
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Figura 15. Efecto de la restricciéon diurna de alimento en las variaciones diarias del coactivador de
PPARy 1o (PGC-1a). A) PGC-1a en nucleo y C) Relacion citosol/nicleo de PGC-1a. Grupo con alimentacion
ad libitum (AL) (@) y grupo con restriccion diurna de alimento (RDA) (®). La barra blanca y negra representa

el periodo de luz-oscuridad (12 h-12 h), el rectangulo gris en el eje de la “x” indica el tiempo de acceso al

alimento (12:00-14:00 h). Diferencia significativa entre el grupo de ayuno de 1 dia y realimentacién de 1 dia
en comparacion con el grupo RDA (11:00 y 14:00 h), son marcados con un t y ¥p < 0.05, Prueba “t” de
Student. Los datos son la representacién de la media + error estandar de una n de 4 individuos.

En la figura 15A se presenta el perfil diario del coactivador de PPARy laen la
fraccion de citosol del grupo ad libitum y restriccion diurna de alimento. Los datos no
muestran diferencias entre los dos grupos, pero ambos presentan una tendencia a
incrementar los valores en la transicion de luz-oscuridad (20:00 h). Datos previamente
reportados de nuestro grupo de trabajo (Pérez-Mendoza y cols., 2014), se utilizaron para
calcular la distribucion de coactivador de PPARy 1a a traves de la relacion nucleo/citosol
(Figura 15B). Ambos grupos de ad libitum y restriccion diurna de alimento presentan un
incremento a las 23:00 h que es significativo en el grupo de restriccion diurna de alimento,
sin embargo, el valor promedio en el grupo de restriccion diurna de alimento, presentd

una disminucion de ~68% a lo largo del ciclo de 24 h. La disminucion en la relaciéon
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nacleo/citosol del coactivador de PPARy 1a se explica por la elevacion de este factor en

la fraccidn de citosol en el grupo de restriccion diurna de alimento.

Perfil lipidico

En la figura 16A se muestran valores constantes en los niveles séricos del
colesterol en el perfil de 24 h del grupo ad libitum. El grupo de restriccién diurna de
alimento present6 un incremento significativo ~20% en el periodo de 24 h contra el grupo
ad libitum. La condicion alimenticia no tuvo efecto sobre el colesterol en el suero.

Los niveles en suero de los triacilglicéridos presentaron un perfil ritmico en ambos grupos
ad libitum y restriccion diurna de alimento. Los grupos ad libitum y restriccion diurna de
alimento presentan un valor similar en el promedio, excepto una disminucion significativa
en el grupo de restriccion diurna de alimento a las 11:00 y 02:00 h del ~70 y ~40%
respectivamente. El grupo de restriccion diurna de alimento (14:00 h) presentd un
incremento significativo sobre el grupo de realimentacion de 1 dia del ~45% (Figura 16B).
En la figura 16C se muestran niveles similares de las lipoproteinas de alta densidad en
los grupos ad libitum y restriccion diurna de alimento. Los niveles del grupo de
realimentacion de 1 dia presentaron una disminucion significativa del ~50% en
comparacion con el grupo de restriccion diurna de alimento.

Los niveles séricos de las lipoproteinas de baja densidad (Figura 16D), presentaron un
perfil similar al del colesterol. EL perfil de 24 h presentd un incremento significativo del
~50% en comparacién con el grupo ad libitum. El grupo de restriccion diurna de alimento
(11:00) presento un incremento significativo de~25% contra el grupo de realimentacion
de 1 dia. La condicion alimenticia (ayuno de 1 dia y realimentacion de 1 dia) no tuvieron
efecto sobre las lipoproteinas de baja densidad.
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El perfil de 24 h del indice aterogénico (Figura 16E) presenta valores menores en
el grupo de restriccion diurna de alimento, con un valle antes de la ingesta de alimento
(11:00 h), mientras que el grupo ad libitum presenta un incremento a lo largo del dia. El
grupo de ayuno de 1 dia present6 valores similares al maximo valor del grupo ad libitum.
El grupo de realimentacion de 1 dia presentd valores similares al grupo de restriccion
diurna de alimento y menor al grupo de ayuno de un dia. La lipasa C (Figura F) presenta
un pico a las 23:00 h en el grupo ad libitum, con un perfil de 24 h en antifase con el grupo
de restriccion diurna de alimento (con una meseta durante la fase de luz). El grupo de
condicion alimenticia (ayuno de 1 dia), presenta valores similares al grupo de restriccion
diurna de alimento (11:00 h), mientras que el grupo de realimentacion de 1 dia presenta

valores superiores al grupo de restriccion diurna de alimento (14:00) y ayuno de 1 dia.
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Figura 16. Efecto de la restriccion diurna de alimento en las variaciones diarias del perfil lipidico y
lipasa C. A) Colesterol, B) Triacilglicéridos (TAG), C) Lipoproteinas de alta densidad (HDL), D)
Lipoproteinas de baja densidad (LDL), E) indice aterogénico (IA) y F) Lipasa C (LIPC). Grupo con
alimentacion ad libitum (AL) (@) y grupo con restriccion diurna de alimento (RDA) (®). La barra blanca y
negra representa el periodo de luz-oscuridad (12 h-12 h), el rectangulo gris en el eje de la “x” indica el
tiempo de acceso al alimento (12:00-14:00 h). Diferencia significativa dentro del grupo AL, &p < 0.05,
ANOVA de una via. Puntos de tiempo con diferencia significativa entre el grupo AL y el grupo restriccion
diurna de alimento son marcados con un *p < 0.05, ANOVA de 2 vias, prueba post hoc Bonferroni.
Diferencia significativa entre el grupo realimentacion de 1 dia en comparacion con el grupo RDA (14:00 h),
son marcados con un 1p < 0.05, Prueba “t” de Student. Diferencia significativa entre el grupo de ayuno de
1 dia y realimentacion de 1 dia son marcados con un $, p < 0.05, Prueba “t” de Student. Los datos son la
representacion de la media * error estandar de una n entre 3 y 8 individuos. 51



La presencia de la lipasa hepatica (Figura 16F) en el grupo ad libitum present6
ritmicidad con un pico significativo durante la fase de oscuridad (23:00 h). El patron de 24
h del grupo de restriccidon diurna de alimento present6 un incremento significativo durante
la fase de luz, en comparacién con el grupo ad libitum. El grupo de de 1 dia presentd un

incremento significativo ~20% contra el grupo de restriccion diurna de alimento (14:00 h).

Tabla 3. Microarreglos de genes implicados en el metabolismo de lipidos.

Apo, apolipoproteinas; QM, quilomicrones; VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; IDL, lipoproteinas de
intermedia densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; HDL, lipoproteina de alta densidad. LPL,
lipoproteina lipasa.
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7. DISCUSION Y CONCLUSION

La restriccion de alimento (ayuno y restriccion calorica), promueve un estado
catabdlico. Durante 2 horas de restriccion diurna de alimento, el metabolismo y manejo
de lipidos por el higado y el tejido adiposo son modificados: un incremento y llegada de
acidos grasos libres al higado provenientes del tejido adiposo son asociados con la
activacion del receptor activado por proliferadores de peroxisomas a (Rivera-Zavala y
cols., 2011), el incremento de los cuerpos cetonicos y disminucion de los triacilglicéridos
sugiere una activacion de la oxidacion de &cidos grasos en el higado (Diaz-Mufioz y cols.,

2010).

Durante el estado lipolitico, la oxidacion de acidos grasos produce acetil CoA,
esta molécula es convertida en cuerpos cetdnicos (acetoacetato y beta-hidroxiburitato)
en la mitocondria del higado (Foster, 2012). Nuestros resultados muestran un incremento
de los cuerpos cetdnicos en suero en respuesta al estado de ayuno (11:00) en el grupo
de restriccion diurna de alimento (Escobar y cols., 2000). La sintesis de cuerpos cetonicos
responde a la regulacion de la relacion glucagoén/insulina en condiciones de ayuno y
restriccion calérica (McGarry y Foster, 1977 y Reed, 1984). La accion del glucagon
incrementa mientras que la de la insulina disminuye la produccion de cuerpos ceténicos.
En el grupo de restriccion diurna de alimento los niveles en suero de insulina y glucagon
presentan una disminuciébn y un incremento antes de la ingesta de alimento
respectivamente (Escobar y cols., 2000 y Pérez-Mendoza y cols., 2014). Por otro lado,
Fukuda, (1984) muestra que cuando la produccién de cuerpos cetdnicos incrementa, la

liberacién de triacilglicéridos disminuye y la producciéon de lipoproteinas de muy baja
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densidad es abolida. Como se esperaba el grupo de ayuno de un dia presentd un
incremento ~80% contra el grupo de realimentacion de 1 dia (Figura 1A). La condicion
alimenticia (ayuno de 1 dia), presentd niveles mayores que el grupo de restriccion diurna
de alimento (11:00 h). Los datos del grupo de restriccion diurna de alimento sugieren una
adaptacion durante las 3 semanas, debido a que los niveles de los cuerpos cetdnicos en
el grupo de restriccion diurna de alimento (11:00 h) no presentan niveles parecidos al
grupo de ayuno de 1 dia. Los &cidos grasos libres provenientes del tejido adiposo en
ayuno o restriccidn calérica actuan como ligando de una familia de receptores nucleares
(receptores activados por proliferadores de peroxisomas) y substrato para la activacion
de oxidacion de acidos grasos en el higado. Durante la oxidacion de acidos grasos en la
mitocondria el higado produce CO2 (Lodish, 2000). El perfil de 24 h de U-[**C]-CO2zen el
grupo de restriccion diurna de alimento presenta dos picos (17:00 y 2:00 h). Los picos no
son coincidentes con los del perfil diario de los niveles en suero de los cuerpos cetonicos,
el segundo pico de [**C]CO2(2:00 h) presenta una menor magnitud con respecto al primer
pico, los cual representaria que la produccion de acetil CoA no es suficiente para la

produccion de cuerpos ceténicos (Ontko, 1972).

La regulacion de la oxidacion de acidos grasos es determinada por el malonil CoA.
Foster, 2012 mostro que el malonil CoA inhibia la oxidacion de acidos grasos y la
cetogénesis, el sitio de inhibicion es la enzima carnitina palmitoil transferasa 1a, enzima
limitante de la oxidacién de acidos grasos (Zammit, 2008). La presencia carnitina palmitoil
transferasa 1o y los niveles de malonil CoA no presentan diferencias significativas entre
los grupos ad libitum y la restriccion diurna de alimento, el efecto solo se observa en los

grupos de condicion alimenticia en la presencia de carnitina palmitoil transferasa l1a. A
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pesar no haber diferencias en la presencia de la carnitina palmitoil transferasa 1a, la
produccién de U-[**C]CO:2 a partir de U-[**C]-Palmitoil CoA en el grupo ad libitum en la
transicion luz-oscuridad en respuesta al estado de ayuno, y en el grupo de restriccion
diurna de alimento presenta un avance de fase (17:00 h) en respuesta a la produccion de

cuerpos cetonicos.

Reguladores metabdlicos de la Oxidacion de acidos grasos

Las enzimas cinasa dependiente de AMPaq, sirtuina 1 y el coactivador de PPARYy
la, son reguladores cruciales de la oxidacion de &cidos grasos. La AMPKa induce la
oxidacion de acidos grasos a través de la inhibicion de acetil CoA carboxilasa, mediante
la fosforilacion de esta enzima (Winder y cols., 1997). La sirtuina 1 interacciona con el
receptor activado de proliferadores de peroxisomas oy es requerida para activar al
coactivador de PPARYy la para inducir la transcripcion de genes que participan en las vias

gluconeogénicas y de la oxidacion de acidos grasos (Fulco, 2008).

La deacetilasa sirtuina 1 se activa en respuesta a la relacion NAD*/NADH, cuando el
estado energético del organismo es bajo (ayuno y restriccion caldrica) (Kwon y Ott, 2008).
En el ndcleo, la sirtuina 1 actla sobre diferentes factores de transcripcion y coactivadores
como la proteina Fox y el coactivador de PPARYy 1a en la regulacion de diversos genes
(glucosa 6 fosfatasa, fosfoenoilpiruvato carboxilasa y carnitina palmitoil transferasa 1q).
En el higado la asociacion proteina Fox y p53 regula positivamente la transcripcion de
sirtuina 1. La presencia de sirtuina 1 presenta un incremento antes y después de la

ingesta de alimento en ratas con restriccion diurna de alimento en la fraccién de citosol
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(Pérez-Mendoza y cols., 2014); este resultado es relacionado con el incremento de la
proteina de fosfoenoilpiruvato carboxilasa y glucosa 6 fosfatasa (11:00 h). Sin embargo,
la presencia de sirtuina 1 en nucleo no presenta diferencias entre el grupo ad libitum y
restriccion diurna de alimento, pero la relacién nucleo/citosol de la sirtuina 1 muestra un
incremento al final del periodo de 24 h (5:00 h). Tanno, (2007) mostré que la
internalizacion de sirtuina 1 del citosol al nucleo depende de NAD* en respuesta al estado
energético del organismo. La translocacion de la sirtuina 1 puede ser asociada a la
deacetilacion del coactivador de PPARy 1a y la proteina Fox en la regulacion de la
gluconeogénesis y OAG, en respuesta a esta regulacion se presenta un incremento de
los cuerpos cetdnicos en suero y la presencia de fosfoenoilpiruvato carboxilasa en el
higado del grupo de restriccion diurna de alimento (Escobar y cols., 2000 y Pérez-

Mendoza y cols., 2014).

El coactivador de PPARy 1a regula la transcripcion de genes que participan en
oxidacion de acidos grasos en la mitocondria, actuando sobre receptor activado por
proliferadores de peroxisomas a (Vega y cols., 2000). En condiciones de ayuno, la
expresion de coactivador de PPARy 1« es inducida sinérgicamente por el glucagon y los
glucocorticoides (Yoon y cols., 2001). La restriccion diurna de alimento promueve el
incremento de estas hormonas en suero es respuesta al ayuno, la accion del glucagéon y
los glucocorticoides induce la hidrdlisis de triacilglicéridos en el tejido adiposo (una
disminucion ~30%), la regulacion de la oxidacidén de acidos grasos y la gluconeogénesis
(Ahmadian, 2007, Luna-Moreno y cols., 2012 y Pérez-Mendoza y cols., 2014). Los
efectos del glucagon y los glucocorticoides, se ve reflejado en el incremento del perfil de

24 h de la presencia del coactivador de PPARy 1a (~40%) en la fraccion citosolica en el
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grupo de restriccién diurna de alimento sobre el grupo ad libitum (datos tomados de
Pérez-Mendoza y cols., 2014). La presencia de coactivador de PPARYy 1a en la fraccion
nuclear no presenté cambios en el perfil de 24 h de ambos grupos, resultado similar en
la presencia de sirtuina 1. Sin embargo, el efecto de PGC-1a se puede observar en el
incremento de la gluconeogénesis y la oxidacion de acidos grasos en condiciones de

restriccion diurna de alimento (Escobar y cols., 1998 y Pérez-Mendoza y cols., 2014).

Zonacion hepatica cinasa dependiente de AMPa fosforilada

El higado presenta una plasticidad metabdlica que le permite tener un papel
primordial en la homeostasis. El higado exhibe una zonacion metabdlica; la fosforilacion
oxidativa, gluconeogénesis, ureogénesis, cetogénesis y B-oxidacion predomina en la
zona periportal y la glucolisis y lipogénesis en la zona pericentral (Jungermann, 1988,
Jungermann and Kietzmann, 1996). Durante la inanicion el higado es la principal fuente
de glucosay cuerpo cetdnicos. En el ayuno, la oxidacion de acidos grasos mitocondrial y
cetogénesis predomina en los hepatocitos periportal (Guzméan y cols., 1995). Las
hormonas como el glucagon responden al estado nutricional (p.e. ayuno, ejercicio y
restriccion diurna de alimento) (Berglund, 2010 and Pérez-Mendoza, 2015). Durante el
ayuno, el glucagén promueve la activacion de la cinasa dependiente de AMPa e
incrementa la oxidacion de &acidos grasos (Heimberg y cols., 1969). La cinasa
dependiente de AMPa es un sensor energeético, y es activado en respuesta a estresores
metabdlicos que disminuyen la energia celular: ejercicio, inanicion y restriccion caldrica.

La actividad de la cinasa dependiente de AMPa es elevada y predomina en la zona
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periportal, esto es consistente con la presencia del glucagon en esta zona (Witters y cols.,
1994). Hawley, 2003 mostro que el cinasa supresor de tumores, STE20-Related Kinase
Adaptor oo (STRADa) y MO25 activa a la cinasa dependiente de AMPa, via fosforilacion
de la Thr 172 en el higado, es respuesta al incremento en la relacion AMP /ATP (Hawley
y cols., 2003; Shaw y cols., 2004; Woods y cols., 2003). La cinasa supresor de tumores
tiene un papel clave en la activacion de la AMPKa en la regulacion del metabolismo de

lipidos y glucosa en el higado (Shaw y cols., 2004).

Perfil Lipidico

El metabolismo de las lipoproteinas responde a los ciclos de ayuno y alimentacion.
Después de la ingesta de alimentos, la formacién y el ensamblaje de las lipoproteinas de
muy baja densidad es regulada por la disponibilidad de Apo B100 asi como por la
formacion de triacilglicéridos en el higado (Fisher and Ginsberg, 2002). Se capturan e
hidrolizan las lipoproteinas de muy baja densidad en circulacion a lipoproteinas de baja
densidad en tejidos extrahepéticos. En el ayuno los triacilglicéridos se hidrolizan en el
tejido adiposo para liberar acidos grasos no insaturados y glicerol en respuesta a
hormonas catabdlicas (por ejemplo, glucagén, adrenalina y glucocorticoides); finalmente,
los acidos grasos no insaturados se oxidan en el higado y en los musculos esqueléticos
y cardiacos (Rui, 2014). El higado es el 6rgano principal que controla la transformacion
de lipoproteinas de baja densidad. Aproximadamente el 50% de las moléculas de
lipoproteinas de baja densidad son degradadas por el higado en un proceso mediado por

Apo B y receptores hepaticos de lipoproteinas de baja densidad (Fisher and Ginsberg,
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2002). Los cambios en la expresion de los receptores de lipoproteinas de baja densidad
pueden modificar los niveles de lipoproteinas de baja densidad circulante (Goldstein y
cols., 1983) y los requisitos de colesterol por diferentes 6rganos. La apolipoporteina E
juega un papel en la remocion del remanente lipoproteinas de baja densidad por el
higado; es necesario para mantener los niveles bajos de colesterol en plasma y participa
en el sistema de absorcidn para lipoproteinas de baja densidad (Kuipers y cols., 1997).
Los resultados de los microarreglos (datos no publicados) indican una disminucion
significativa del ARNm de la apolipoproteina E (a las 08:00 y 14:00 h) en higado del grupo
de restriccion diurna de alimento (Tabla 3). Por lo tanto, el potencial de disminucion de la
apolipoproteina E, y la reduccién de las lipoproteinas de muy baja densidad en suero
podria estar relacionado con los niveles mas altos de lipoproteinas de baja densidad
(aproximadamente el 50%) y colesterol (aproximadamente el 20%) observado en la
condicion de restriccion diurna de alimento. Una inyeccion de metilprednisolona en ratas
macho Wistar promueve el aumento de las lipoproteinas de baja densidad en el suero
(Hazra y cols., 2008); datos obtenidos previamente por nuestro grupo de trabajo
presentan un aumento (aproximadamente el 20%) en las 24 horas del perfil de
corticosteroides séricos en ratas bajo la restriccién diurna de alimento (Luna-Moreno y
cols., 2012). La enzima paraoxonasa gue previene la formacién de lipoproteinas de baja
densidad, mostré6 un aumento (Tabla 2) en el grupo de restriccion diurna de alimento
(11:00 h). Esto sugiere que el perfil de lipoproteinas cambia en una respuesta coordinada
durante el protocolo de restriccion diurna de alimento / expresion del Oscilador
Sincronizado por Alimento. Aun quedan por explorar las implicaciones, pero es
interesante observar una disminucion del indice aterégenico en el grupo de restriccion

diurna de alimento (Figura 16F). Estudios anteriores mostraron una reduccién en
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circulacion y el higado de los triacilglicéridos, antes del acceso al alimento en el grupo de
restriccion diurna de alimento (Escobar y cols., 1998 y Diaz-Mufioz y cols., 2010). La
lipasa C hidroliza los triacilglicéridos y fosfolipidos, promoviendo la absorcion de
lipoproteinas de alta densidad por el higado y convierte las lipoproteinas de densidad
intermedia en lipoproteinas de baja densidad (Landin y cols., 1984). En el grupo de
restriccion diurna de alimento, el aumento de la lipasa C antes de la hora de comer
coincide con una reduccién de triglicéridos en higado (Diaz-Mufioz y cols., 2010). Otra
enzima, lipoproteina lipasa hidroliza los quilomicrones circulantes y lipoproteinas de muy
baja densidad (Murdoch SJ y Breckenridge, 1995). El procesamiento de lipoproteinas de
baja densidad por la lipoproteina lipasa da como resultado la formacion y colesterol y
apolipoproteina E. Resultados de microarreglos (datos no publicados), muestran un
aumento de la lipoproteina lipasa en higado hepatico (Tabla 3), antes de la ingesta de
alimentos que podria estar asociado con la reduccion de suero triacilglicéridos vy
lipoproteinas de muy baja densidad. Un perfil aterogénico es un factor de riesgo
importante para enfermedades coronarias (Dobiasova y Frohlich, 2001). Sin embargo,
los cambios en las lipoproteinas séricas no pueden siempre se asocie con dislipidemias.
De acuerdo con nuestros resultados, el grupo de restriccién diurna de alimento mostro
una disminucion del indice aterogénico a pesar de los altos niveles de LDL; esto se puede
explicar por las bajas concentraciones de triacilglicéridos en el grupo restriccion diurna
de alimento. Resultado que podria explotar a la restriccion diurna de alimento con la

capacidad de prevenir enfermedades relacionadas con el metabolismo de lipidos.
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En conclusion, los resultados proporcionan evidencia de que la restriccion diurna
de alimento conduce a la regulacién diferencial en el manejo de los lipidos. La relacion
bidireccional entre un reloj y metabolismo asociada con el Oscilador Sincronizado por
alimento pone en relieve la importancia del metabolismo de lipidos (oxidacion de acidos
grasos) y sus mecanismos de regulacién, asi como el perfil de lipidos (colesterol y LDL)

en el higado y los tejidos extrahepéticos (Figura 17).
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Figura 17. Cambios en los reguladores de la oxidaciéon de acidos grasos y el metabolismo de
lipoproteinas, colesterol y TAG durante la actividad anticipatoria al alimento. A) Metabolismo de
lipoproteinas, colesterol y TAG. B) Reguladores de la oxidacién de &cidos grasos. Sin cambios (=),
incremento (1), disminucién (|) del grupo de restriccidon diurna de alimento contra el grupo ad libitum.
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Se necesitan mas estudios para comprender las consecuencias fisiolégicas del
metabolismo de los lipidos en las adaptaciones reostaticas que participan en los horarios
de restriccion de alimento y la expresion de la Oscilador Sincronizado por Alimento. La
sincronizacion por alimento, es una herramienta para evidenciar las respuestas

metabdlicas hepaticas.

Parte de mi tesis doctoral (Introduccion: Metabolismo de lipoproteinas y
Metabolismo de lipidos durante la expresion del Oscilador Sincronizado por Alimento),
fue tomada de un volumen especial de la revista CIENCIA@UAQ dedicado a los
ganadores del Premio Alejandrina y reconocido con un premio otorgado por el Estado de
Querétaro. El cuerpo de informacion principal fue publicado en la revista britanica: British
Journal of Nutrition con titulo: Daytime restricted feeding modifies the daily regulation of

fatty acid B-oxidation and the lipoprotein profile in rats.
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