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ABSTRACT

The B-catenin protein is the main effector of the Wnt signaling pathway, which is well-known
by their functions in cell proliferation and development. However, recently this pathway has
been involved in a metabolic context, because the B-catenin regulates the hepatic glucose
metabolism, the hepatic gluconeogenic response and histological changes in response to
obesity-promoting diets.

The functional output and the cellular location of B-catenin is finely modulated by
coordinated sequences of phosphorylation-dephosphorylation events. In this sense, we work
with 3 different -catenin variants: a B-catenin phosphorylated in serine residue 33 (pSer33
[B-catenin), whose fate is degradation by proteasome; a B-catenin phosphorylated in serine
residue 675 (pSer675 B-catenin), which presents an enhanced transcriptional activity and a
total p-catenin that comprises both B-catenin unphosphorylated and phosphorylated states,
which are related with the cell adhesion. The -catenin phosphorylated variants and the total
[-catenin were characterized in their expression levels, their location along the hepatic acinus
and their subcellular presence in hepatocytes. In addition, we used a daytime restricted
feeding (DRF) protocol to show that the above effects are sensitive to food access-dependent
circadian synchronization. We found using Western blot and immunohistochemical analyses
that DRF protocol promoted 1) higher total B-catenin levels mainly associated with the
plasma membrane, 2) a reduced presence of cytoplasmic pSer33 p-catenin, 3) an increase in
the nuclear pSer675 B-catenin, 4) a differential co-localization of total B-catenin/pSer33 -
catenin and total B-catenin/pSer675 B-catenin at different temporal points along day and in
fasting and refeeding conditions, and finally 5) a differential liver zonation of the 3 liver -
catenin variants studied along the hepatic acinus.

In conclusion, the present data comprehensively characterizes the effect food
synchronization has on the presence, subcellular distribution, and liver zonation of 2 -
catenin phosphorylated variants and the total B-catenin. Research results are relevant to
understand the set of metabolic and structural liver adaptations that are associated with the

expression of the food entrained oscillator (FEO).
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1. INTRODUCCION

El higado es el segundo érgano (después de la piel) mas grande del cuerpo, asi como la
glandula méas voluminosa del mismo. Anatomicamente esta situado bajo el diafragma, en el
cuadrante superior derecho del abdomen y protegido por las costillas. El higado se encuentra
altamente vascularizado por lo que presenta una superficie brillosa de color rojo oscuro
(Kuntz & Kuntz, 2008). Su peso oscila entre 1.5-2 kg en el humano adulto, lo cual
corresponde al 2-3% del peso corporal, aproximadamente. Sin embargo, presenta una ligera
variacion de peso entre géneros. El higado es friable y esta cubierto por la capsula de Glisson,
la cual se compone de fibras de colageno, algunos fibroblastos y miofibroblastos, asi como

pequefios vasos sanguineos y linfaticos (Bash, 1999).

1.1 Divisién anatémica del higado

Embrionariamente, el higado proviene del endodermo y en los humanos se compone por 4
I6bulos: el derecho, el izquierdo, el cuadrado y el caudal. Los l6bulos derecho e izquierdo,
los cuales estan separados por el ligamento falciforme, integran el 75% de la masa de este
organo y son facilmente apreciados en una vista anterior del higado (Figura 1A). Sin
embargo, el 16bulo derecho es el de mayor tamafio, aproximadamente 6 veces mas grande
que el I6bulo izquierdo. En el caso de los I6bulos cuadrado y caudado, este Gltimo también
denominado lébulo de Spiegel, su apreciacion anatémica se realiza desde una posicion

posterior e inferior del higado (Figura 1B).

1.2 Sistema vascular hepético

El higado es un érgano altamente vascularizado, el cual recibe aproximadamente el 25% del
gasto cardiaco. Su suministro de sangre es dual, ya que recibe sangre a través de la arteria
hepatica (entre 25%-30% del suminstro total de sangre) y de la vena portal (70%-75% del
suministro total de sangre). La sangre arterial y portal se mezclan dentro de los sinusoides

hepéticos antes de que se drenen a la circulacidn sistémica.
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1.2.1 La arteria hepatica

La arteria hepatica comun es una rama del tronco celiaco que se extiende dentro de la arteria
hepatica propia. Esta Gltima se divide en rama derecha (de la cual emerge la arteria cistica) e
izquierda (de la que ocasionalmente emerge la arteria hepatica media). Ambas ramas, corren
junto a las venas portales, propiciando la anastomosis entre las ramas de la arteria hepatica y
la vena porta. La funcion de la arteria hepatica es suplir al higado con sangre oxigenada, lo
cual se lleva a cabo a través de las arterias interlobulares que se ramifican en las arteriolas

interlobulares, cuya presion es de 30-40 mm Hg.

16bulo cuadrado

ligamento falciforme

fisura para el
ligamento redondo

2 fisura porta hepatis

' 16bulo izquierdo
'y

ligamento redondo 16bulo izquierdo

vesicula biliar 16bulo derecho vena cava inferior

16bulo caudado

16bulo derecho

Figura 1. Diferentes vistas anatémicas del higado.

A) Vista anterior, en la cual se aprecia facilmente a los l6bulos hepaticos derecho e izquierdo,
separados por el ligamento falciforme. B) Vista posterior e inferior del higado, dénde se aprecia el
I6bulo caudado o de Spiegel y el I6bulo cuadrado. Tomado y modificado de (Netter, 2014).

1.2.2 La vena porta

La vena porta lleva al higado una gran cantidad de sangre rica en nutrientes, los cuales
provienen del intestino. No obstante, ésta sangre se encuentra desoxigenada. La vena porta
se forma por la coalescencia de la vena mesentérica superior y la vena esplénica. Corre a lo
largo del ligamento duodenal y absorbe sangre venosa de la vena coronaria ventricular. La
sangre portal pasa a través de la poblacion de hepatocitos periportales, para entrar al sinusoide
por las valvulas venosas. El flujo de sangre venosa en el higado es suplido en un 70-75% por
la vena porta y en un 20-25% por la vena hepatica (Kuntz & Kuntz, 2008).
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1.2.3 La vena hepatica
La vena hepatica emerge de la vena hepatica central, en el centro del acino hepético y drena
en la vena cava inferior en la superficie posterior del higado, de esta manera abandona el

higado hacia la circulacion sistémica.

1.2.4 Sistema biliar

El sistema biliar intrahepatico se integra por multiples ductos que son responsables de la
formacion vy el transporte de bilis del higado hacia el duodeno. El canaliculo biliar es un
capilar con un didmetro entre 0.5-1.0 um, localizado en el espacio intercelular y rodeado por
hepatocitos adyacentes. No tiene paredes propias, por lo que estd rodeado de una zona
especial de membrana celular llamada ectoplasma pericanalicular y su superficie se cubre
por microvellosidades. Los canaliculos presentan proteinas transportadores y enzimas para
controlar la secrecion biliar (Kuntz & Kuntz, 2008). Los canaliculos biliares contintdan su
extension en el canal de Hearing, el cual es el punto limitante entre los canaliculos y el inicio

de los ductos biliares terminales o colangiocitos.

1.2.5 Vasos linfaticos

Los capilares linfaticos, toman linfa del espacio de Disse. Estos, corren paralelos a las venas
hepéticas y tienen valvulas que permiten el flujo de linfa en una sola direccion. Estan
presentes en todos los campos portales. Se encuentran exclusivamente en el tejido conectivo

perivascular y en la capsula del higado.

2. TIPOS CELULARES DEL HIGADO

El higado estd formado en su mayoria por células parenquimales, representadas por los
hepatocitos, y por una minoria de células no parenquimales, entre las que se encuentran las
células sinusoidales, las células estelares, las células de Kupffer, los linfocitos intrahepaticos
y los colangiocitos.

Los hepatocitos conforman alrededor del 80% del volumen total del higado y la mayoria de

funciones hepaticas se atribuyen a su actividad. En tanto que las células no parenquimales
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conforman el 40% del total de las células del higado, aunque solo contribuyen con un 6.5%
del volumen hepético.

Las funciones, asi como las interacciones de las células no parenquimales con los hepatocitos
constituyen un factor de gran importancia que regula diversos aspectos de la fisiologia y la
patologia hepatica.

Una descripcion detallada de las células hepéticas no parenquimales se encuentra en el anexo
A.

2.1 Hepatocitos

Los hepatocitos son células epiteliales polarizadas con forma poliédrica de entre 10-30 um de
largo. Su membrana celular se divide en los siguientes 3 compartimentos, de acuerdo a sus
caracteristicas morfologicas y funcionales (Kuntz & Kuntz, 2008):

1) Superficie sinusoidal o basolateral, la cual es invaginada y abarca el 70% de la superficie
total del hepatocito y cerca de un 37% de su membrana externa. Debido a que la membrana
sinusoidal se encuentra cubierta por microvellosidades, su funcién principal es tanto absortiva
como secretora, lo cual permite el intercambio de sustancias entre la sangre y los hepatocitos
a través del espacio de Disse.

2) Superficie canalicular o apical, la cual ocupa el 15% de la membrana externa del hepatocito
y es considerada el polo secretor (biliar) de dicha célula. La membrana canicular, esta aislada
del espacio de Disse por uniones estrechas (tight junctions).

3) Fisura intercelular lisa, la cual esta conectada al espacio de Disse, pero esta delimitada del
canaliculo biliar a través de uniones estrechas, lo que permite el paso de agua y cationes. El
area adyacente de los hepatocitos vecinos estad unida por uniones adherentes, las cuales
incluyen a las uniones intermedias (zonula adherens) y a los desmosomas (macula adherens).
Ademas, para facilitar el intercambio intercelular, los hepatocitos vecinos se comunican a

traves de uniones comunicantes (gap junctions).
El periodo de vida media de un hepatocito en el higado humano adulto y sano es de

aproximadamente 150-200 dias, mientras que en el higado de rata es de 191-453 (Kuntz &

Kuntz, 2008). Sin embargo, aunque en el higado adulto el indice mitético es muy bajo (1
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mitosis/1000 células o 2 mitosis/10000 células), cerca del 25% de los hepatocitos son

binucleados y el 15% de ellos, son tetraploides (4X).

3. FUNCIONES DEL HIGADO

La localizacion anatomica del higado en el organismo le confiere un rol importante en el
manejo de nutrientes. Ademas, su comunicacion directa con el tracto gastrointestinal a través
de la vena porta y las multiples funciones metabdlicas que lleva a cabo promueven que se le
considere como el centro metabdlico de cuerpo.

El higado puede actuar tanto como un 6rgano sensor, asi como un organo efector, el cual
mantiene un aporte constante de energia al organismo. Entre sus variadas funciones se
encuentran: la regulacion &cido-base, el metabolismo de alcohol, el metabolismo de proteinas
y aminoéacidos, el metabolismo de acidos biliares, el metabolismo de bilirrubina, la
biotransformacion y detoxificacion de xenobioticos, el metabolismo de carbohidratos, el
metabolismo de hormonas, el metabolismo de lipoproteinas y lipidos, el metabolismo de
porfirinas, el manejo de elementos traza y el metabolismo de vitaminas (Bash, 1999; Kuntz
& Kuntz, 2008).

4. EL ACINO O LOBULILLO HEPATICO

La unidad funcional del parénquima hepatico es un area de entre 15-25 hepatocitos
denominada acino o lobulillo hepético, cuya estructura esta basada en el aporte sanguineo y
por lo tanto, se considera como una unidad microcirculatoria.

A nivel celular, el acino hepatico es heterogéneo tanto en estructura como en funcién, por lo
cual se ha dividido para su estudio en las 3 zonas siguientes:

1) Zona periportal 0 zona 1 (ZPP), la cual esta constituida por el conjunto de hepatocitos que

circundan a la triada portal, esta ultima estructura se conforma por la arteria hepéatica (HA),
la vena portal (PV) y el conducto biliar (BD). La ZPP tiene la ubicacion mas externa en el
acino hepatico. Ademas, posee la mayor concentracion de oxigeno y nutrientes, los cuales

son suplidos por la arteria hepética y la vena porta, respectivamente.
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Los hepatocitos localizados en esta zona son denominados hepatocitos periportales (HPP),
los cuales tienen un metabolismo principalmente aerobio, debido a que su microambiente
tiene un alto contenido de oxigeno arterial. La proteina marcadora de la ZPP es la E-cadherina
(Braeuning et al., 2006).

2) Zona intermedia 0 zona 2 (Z1), como su nombre lo indica, corresponde a la poblacion de

hepatocitos que se encuentran ubicados entre la ZPP y la zona mas interna del acino hepatico,
Ilamada zona pericentral. Por lo tanto, esta zona es considerada como una regién de transicion
entre 2 fenotipos de hepatocitos bien definidos, asi como una zona de convergencia de
nutrientes y vias metabdlicas. Lo anterior limita la identificacion de esta zona a través de una
proteina marcadora especifica.

3) Zona pericentral, zona perivenosa 0 zona 3 (ZPC), anatdmicamente esta zona es la mas

interna del lobulillo hepatico y esta integrada por una poblacion pequefia de hepatocitos que
circundan a la vena central hepatica. Los hepatocitos localizados en esta zona son llamados
hepatocitos perivenosos o hepatocitos pericentrales (HPC). Los HPC tienen un metabolismo
principalmente anaerobio, debido a que su microambiente es bajo en oxigeno. La
disminucion en la concentracion de oxigeno y nutrientes es propiciada por la direccion del
flujo de la arteria hepatica y la vena portal, las cuales corren de la ZPP del acino hepatico
hacia la ZPC creando un gradiente de los elementos anteriores (Figura 2).

Las proteinas marcadoras de la ZPC son la enzima glutamina sintetasa (GS), el receptor 49
acoplado a proteinas G (Gpr49) y el citocromo P450 1A (Cyp 1A) (Braeuning et al., 2006).
Sin embargo, la GS es el marcador mas utilizado debido a su participacion tan esencial en el

manejo del amonio hepético.

5. ZONACION METABOLICA O HETEROGENEIDAD FUNCIONAL

Histologicamente el higado es un 6rgano homogéneo. No obstante, a nivel bioquimico y
morfométrico presenta heterogeneidad, tales diferencias bioquimicas son conocidas con el
nombre de zonacion metabolica o heterogeneidad funcional.

El concepto de zonacion metabolica fue vislumbrado por Jungermann & Katz (1977) y hasta
la fecha sigue siendo fundamental para establecer que muchos procesos metabdlicos en el

higado estan organizados en forma de gradiente.
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La zonacion metabolica es el resultado de las diferencias zonales como los gradientes en la
tension de oxigeno, hormonas, sustratos, niveles de mediadores, inervacion nerviosa e
interacciones de las células hepaticas con la matriz extracelular (Jungermann & Keitzmann,
1996) presentes en el acino hepatico y que guardan una estrecha relacion con la distribucion
del flujo sanguineo. Por ejemplo, dentro del acino hepatico la tensién de oxigeno en la ZPP
es aproximadamente de 65 mm Hg, mientras que en la ZPC es de 35 mm Hg. Es decir, los
HPP estan expuestos al doble de la concentracion de oxigeno, respecto a los HPC. Ademas,
la inervacidn nerviosa entra al higado por los plexos de fibras simpéticas y parasimpaticas
alrededor de la arteria hepatica y la vena portal. Adicionalmente, la composicion de la matriz
extracelular en la ZPP esta integrada de fibras de colageno 1V, V y de la proteina laminina,
mientras que en la ZPC, predominan las fibras de colagena I, 111, V1 y la proteina fibronectina
(Jungermann & Keitzmann, 1996).

Los factores anteriores fomentan una activacion diferencial del genoma del hepatocito, lo
que promueve que entre los hepatocitos de las 3 diferentes zonas del acino hepético existan
diferencias funcionales.

Debido a que ciertas vias metabdlicas se modifican por la inversion del flujo de nutrientes y

de oxigeno, la zonacién metabolica se divide en zonacion dinamica y zonacion estatica.

5.1 Zonacion metabdlica dindmica
Como se menciono previamente, una de las hipotesis propuestas para explicar el fenémeno

de la zonacion metabdlica es el gradiente de metabolitos, hormonas y tension de oxigeno que
se forma a lo largo del acino hepatico (Figura 2). La formacién de tales gradientes es de suma
importancia, ya que se ha observado que al invertir el flujo sanguineo, los gradientes de
oxigeno y de nutrientes también son revertidos, asi como la actividad enzimatica de las vias
glucolitica y gluconeogénica (Kinugasa & Thurman, 1986). Por lo tanto, la regulacién del
metabolismo de carbohidratos depende de los factores anteriores y de cdmo estos se
encuentren en el microambiente del hepatocito.

Al tipo de zonacion metabdlica anterior, se le ha Illamado “zonacion dinamica” (Katz, 1992),
ya que se adapta a los cambios metabdlicos que sufre el higado en distintas situaciones como
el desarrollo perinatal, el género y las condiciones de ayuno y realimentacion (Katz, 1992).

Por lo tanto, la zonacion metabolica es un fendmeno que incrementa la eficiencia de los
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procesos metabolicos, ya que disminuye el gasto energético al separar parcialmente en
diferentes poblaciones de hepatocitos los procesos metabolicos antagonicos como la
gluconeogénesis y la glicolisis. Ademas, en una misma célula, la zonacién propicia una
catalisis simultanea de vias metabolicas conectadas, como es el caso de la glicélisis y la

lipogénesis en los hepatocitos.

Triada portal

zona
periportal

zona
intermedia

Zona
pericentral

S02T0TqOUAX p owisTjoqejaw ‘sisauaSodyy ‘stsT0on|3
OATJEPIXO OMIST[OQEIAW ‘SISAUIBean ‘sisauaSoauodn|s

Acino o lobulillo hepatico \ vena central

Figura 2. Diagrama de la unidad microanatomica del higado, el acino o lobulillo hepético.

Usualmente, el acino hepatico se representa en forma hexagonal. Al centro del hexagono se localiza
la vena central, a partir de la cual los cordones de hepatocitos tienen un acomodo radial que llega
hasta la zona periportal. El acino hepatico se divide en 3 zonas diferentes: Una zona periportal, en la
cual los hepatocitos se localizan en los alrededores de la triada portal, la cual se integra por la vena
portal (PV), la arteria hepatica (HA) y el conducto biliar (BD); una zona intermedia y una zona
pericentral, la cual se integra por el conjunto de hepatocitos que circundan a la vena central. Los
microambientes en cada zona determinan la preponderancia de una u otra via metabolica a lo largo
del acino (flechas azul y roja en la parte derecha de la figura). Los hepatocitos de la zona pericentral

expresan como marcador a la enzima glutamina sintetasa (GS), representada en color rojo. Por su
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parte, los hepatocitos de las 2 poblaciones restantes expresan como marcador a la enzima carbamoil
fosfato sintetasa 1 (CPS1), en color azul. Tomado y modificado de (Burke & Tosh, 2006).

Igualmente, la zonacién metabdlica evita que todas las enzimas del metabolismo hepatico
tengan que ser expresadas en cada uno de los hepatocitos. Por lo anterior, la heterogeneidad
funcional del higado puede verse como uno de los principios regulatorios en el control
metabdlico (Katz, 1992) para la preservacion de la homeostasis hepatica, el cual trabaja en
coordinacion con otros niveles de regulacion.

Los ejemplos clasicos de vias metabdlicas que se encuentran zonadas en el acino hepatico
son: la gluconeogénesis, la biosintesis de colesterol y la sintesis de urea en la ZPP vy la
glucolisis, la biosintesis de acidos biliares, la lipogénesis y el metabolismo de xenobidticos
para la ZPC (Figura 2).

Si bien la zonacion metabdlica da pie a una especializacién funcional de los hepatocitos, a
nivel subcelular también favorece diferencias entre estos, asi como en la localizacion en el

acino hepatico de las células hepaticas no parenquimales, como se aprecia en la Tabla 1.

5.2 Zonacion metabolica estatica
El manejo de amonio es llevado a cabo en el acino hepéatico a través de 2 procesos

metabdlicos diferentes: el ciclo de la urea y por la enzima glutamina sintetasa (GS).

El ciclo de la urea es considerado un sistema de remocién amoniacal de gran capacidad pero
baja afinidad (Haussinger, 1990). La ureagénesis se compone por 5 enzimas, de las cuales la
carbamoilfosfato sintetasa 1 (CPS1), es la enzima limitante y se localiza primordialmente en
la ZPP del acino, estando completamente ausente en la ZPC del mismo. Por el contrario, la
enzima GS es una enzima principalmente citosélica (Deuel, Louie, & Lerner, 1978), la cual
cataliza la formacion de glutamina a partir de glutamato y amonio en una reaccion
dependiente de ATP (Deuel et al.,, 1978). La glutamina, es un aminoacido que permite
manejar los niveles de amonio sin que estos resulten toxicos para el sistema. Por lo tanto, la
detoxificacion de amonio a través de la GS se considera como un sistema carrofiero de baja
capacidad, pero muy alta afinidad (Haussinger, 1990). Si el amonio escapa de su
procesamiento en la ZPP, entonces es degradado por completo a glutamina en la ZPC a través
de la GS.
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En el higado adulto tanto humano como murino, la distribucidn de la GS en el acino hepatico
se encuentra exclusivamente en la ZPC, en las primeras 3 hileras de hepatocitos que
circundan la vena central (CV) (Gebhardt et al., 2007). Por esta razon, es considerada la
enzima marcadora de la ZPC del acino hepético (Braeuning et al., 2006) y una enzima
importante en el metabolismo del nitrogeno.

In vivo, la GS no modifica su expresion al invertir el flujo sanguineo o la tension de oxigeno
y en condiciones in vitro, la modificacion en la concentracion de sustratos, hormonas y matriz

extracelular tampoco altera su expresion.

Zona pericentral ~ Zona periportal

(ZPC) (ZPP)
hepatocitos mas grandes mas pequefios
mitocondria mas pequefias mas grandes

reticulo endoplasmico liso
membrana del aparato de Golgi
glucdgeno en el aparato de Golgi

lisosomas

células fenestradas
células de Kupffer
células de Ito

células PIT

Tabla 1. Heterogeneidad subcelular del hepatocito y distribucion diferencial de los diversos
tipos celulares presentes en el acino hepatico. De acuerdo a su localizacion en el acino hepatico,
el hepatocito también presenta heterogeneidad a nivel subcelular, la cual se refleja en su tamafio y en
la cantidad de organelos que contiene (flecha hacia arriba = mayor cantidad, flecha hacia abajo =
menor cantidad). Asimismo, los diferentes tipos celulares del higado tienen una preferencia en su

localizacion a lo largo del acino hepatico. Tomado y modificado de (Kuntz & Kuntz, 2008).
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Debido a lo anterior, la GS es una enzima muy estable y su regulacion est4 dada tnicamente
a nivel transcripcional (Gebhardt et al., 2007). La expresion de la GS en el acino hepatico se
denomina “zonacion estatica” y solo algunos estimulos metabolicos como el ayuno
prolongado (Gebhardt et al., 2007), la restriccion proteinica (Louie, Deuel, & Morris, 1978)
o caldrica (Spindler, 2001) pueden modificar su expresion de 3 hileras de hepatocitos
alrededor de la vena central a sélo una hilera. Sin embargo, estimulos mas agresivos como el
tratamiento con tetracloruro de carbono (CCls) (Schols, Mecke, & Gebhardt, 1990), la
cirrosis hepatica, el hepatocarcinoma (HCC) (Matsuno & Goto, 1992), el tratamiento con
bromobenzidina o paracetamol (Gebhardt, Gaunitz, and Mecke, 1994) y la hepatectomia
parcial (Chung, 1964) destruyen selectivamente a los HPC aboliendo la expresion de la GS,
sin que haya un efecto compensatorio en la expresion de ésta en las ZI o ZPP del acino
hepético. La ausencia de estos mecanismos compensatorios puede propiciar cambios en el

metabolismo del nitrégeno, los cuales resultan en hiperamonemia.

Se ha propuesto que la via Wnt/p-catenina, también conocida como via Wnt canonica es un
regulador de la zonacion metabdlica. Ya que, cuando cuando esta via de sefializacion es
blogueada por el uso de un antagonista (Dickkopf-1), hay una disminucion en la expresion
génica de los HPC, pero un incremento en las proteinas marcadoras de los HPP
(Benhamouche et al., 2006). Lo cual sugiere que en el acino hepatico, la activacién de la
proteina B-catenina (el efector més importante de la via Wnt canonica) propicia que los
hepatocitos presenten un fenotipo pericentral, mientras que la inhibicién de dicha via

promueve que los hepatocitos adquieran un fenotipo periportal.

6. LAS VIAS WNT

A inicios de los afios 80, fue descrito el primer gen de la familia Wnt (Wnt-1). EI nombre
Whnt proviene de la fusion de algunas letras (en negritas) de los genes wingless e Int-1
(Integration-1), los cuales son genes ortdlogos (Rijsewijk et al., 1987). El primero, es un gen

presente en la mosca de la fruta, cuya ausencia propicia un fenotipo “sin alas”, en tanto que

28



el segundo es un gen murino cuya activacion por el virus del tumor mamario de raton
(MMVT1) produce tumorogénesis (Nusse & Varmus, 1982).

En los mamiferos, la familia de proteinas Wnt se integra por 19 miembros (Wnt1-Wnt16),
de acuerdo a la similitud de su secuencia (Coudreuse & Korswagen, 2007), los cuales estan
agrupados en 12 subfamilias. Mientras que las proteinas Wnt son los ligandos de las vias
Whnt, las proteinas Frizzled (Fz) son los receptores de la misma, encontrdndose 10 miembros
de estos receptores (Fz1-Fz10) en mamiferos (revisado en the Wnt Gene Homepage
[http://www.stanford.edu/%7Ernusse/wntwindow.html]).

La sefializacion intracelular de los ligandos Wnt se lleva a cabo a través de 3 vias de
transduccion diferentes: una via candnica y 2 vias no canonicas.

En la via canonica, la proteina efectora mas importante es la f-catenina y por lo tanto es
Ilamada también via Wnt/B-catenina. Esta via de sefializacion se encuentra conservada a lo
largo de la evolucidn, ya que algunos de sus elementos méas importantes estan presentes desde
las esponjas hasta los vertebrados (Valenta, Hausmann, & Basler, 2012), incluyendo a los
humanos. Su importancia radica en la formacién del eje corporal desde inicios de la evolucion
animal.

Las vias no candnicas se agrupan en la via Wnt/Ca?* y en la via polaridad celular planar o
PCP. Estas se caracterizan porque la sefializacion intracelular que es independiente de -
catenina. En la via Wnt/Ca?*, se activan proteinas G, la fosfolipasa C (PLP C) y la
fosfodiesterasa (PDE), lo que incrementa los niveles de calcio intracelulares que activan a
enzimas como la cinasa dependiente de Ca?*/calmodulina Il (Kiihl, 2002) y a la proteina
cinasa C (PKC).

En el caso de la via Wnt/PCP, la activacion del receptor propicia la activacién de las GTPasas
pequefias como RhoA vy la cinasa Rho, o de Rac y la cinasa N-terminal c-Jun (JNK), lo cual
tiene efectos sobre la dinamica del citoesqueleto (Kihl, 2002).

Puesto que la via Wnt/B-catenina es la via de sefializacion que se ha relacionado con el
fendmeno de la zonacion metabolica hepatica, en la siguiente seccion nos enfocaremos en su
efector principal, la proteina [3-catenina. Asi como en la regulacion de esta al interior celular,
a través de un complejo multiproteico (el complejo de destruccion de -catenina), el cual
marca a la proteina para su degradacién proteosomal. Sin embargo, una resefia de todos los

demas componentes de la via Wnt canonica puede consultarse en el Anexo B.
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7. LAPROTEINA B-CATENINA

La B-catenina fue descubierta a finales de los 80s por 2 grupos de investigacion diferentes.
Lo anterior fue debido a que la B-catenina en las células presenta simultdneamente una
funcidn estructural y transcripcional.

En 1989, el grupo de Rolf Kemler, aislé un complejo de proteinas asociado a la E-cadherina
(ovomorulina) en diferentes lineas celulares de raton (NIH3T3), humano (HelLa) y codorniz
(QT6) (Ozawa, Baribault, & Kemler, 1989). Este complejo de proteinas tenia pesos
moleculares de 80, 88 y 102 kDa, por lo que fueron llamadas a, B y y-catenina,
respectivamente. EI nombre catenina se obtuvo del latin catena, cadena. Ya que dicho
nombre reflejaba la funcidn de las proteinas cateninas como intermediarias en la union de la
E-cadherina con el citoesqueleto de actina (Ozawa et al., 1989).

Por otro lado, el papel sefalizador de la B-catenina fue vislumbrado a través de su gen
ortélogo armadillo, el cual fue descubierto en el embrion de Drosophila melanogaster
(Wieschaus, Nusslein-Volhard, & Jurgens, 1984). En estos experimentos se observo que los
embriones mutantes para armadillo, presentaban alteraciones en los segmentos de la cuticula,
las cuales no se presentaban en el embridn silvestre (Wieschaus et al., 1984). Posteriormente,
se determiné que la funcidn del gen armadillo es regulada por la via de sefializacion wingless
en Drosophila (Riggleman, Schedl, & Wieschaus, 1990) o Wnt/B-catenina en los mamiferos.
En los mamiferos, la B-catenina acta como coactivador transcripcional en la sefializacion
por Wnt. Aunado a esto, tiene un papel fundamental en la funcién y organizacién estructural
de las cadherinas, ya que une a la E-cadherina con los filamentos de actina para formar las
uniones adherentes entre células (AJ) (Jamora & Fuchs, 2002) y regular tanto la motilidad y

la morfologia celular.

7.1 La estructura de la g-catenina

La B-catenina es miembro de la superfamilia de proteinas Armadillo, las cuales se
caracterizan por su union a las proteinas cadherinas (Huber & Weis, 2001). La estructura de
la B-catenina humana presenta 781 residuos de aminoacidos y tiene un peso de 92 kDa. La
parte central de dicha estructura posee una region rigida denominada Armadillo, la cual se

conforma por 12 repeticiones de aminoacidos (R1-R12) que van de los residuos 138 al 664
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(Figura 3), y que estan flanqueadas por los extremos flexibles N-terminal y C-terminal,
respectivamente.

Las repeticiones Armadillo integran una super hélice con un zurco cargado positivamente.
Adyacente a la Gltima repeticion Armadillo se localiza otra hélice denominada la hélice C, la
cual es de suma importancia para la sefalizacion de f-catenina y el rol de union célula-célula
(Xing et al., 2008) (Figura 3). La funcién esencial de las repeticiones Armadillo es servir
como plataforma de unidn para otras proteinas como Adenomatous Polyposis Coli (APC) y
E-cadherina (Huber & Weis, 2001) a lo largo de los diferentes compartimentos celulares.
Debido a lo anterior, la B-catenina es considerada como una proteina de andamiaje.
Asimismo, las repeticiones armadillo 1 (R1) y 11 (R11) han sido identificadas como regiones
importantes para la transactivacion de los genes blanco de Wnt (Stadeli, Hoffmans, & Basler,
2006), ya que R1 interactia con los coactivadores transcripcionales BCL9 y Pygopus
(Kramps et al., 2002), mientras que R11 interactla con los coactivadores transcripcionales
parafibromina, Brgl, CBP/p300 y MED12 (Stadeli etal., 2006), y los inhibidores
transcripcionales ICAT y Chibby (Takemaru et al., 2003).

hélice C

Figura 3. Estructura cristalina de la proteina -catenina.

La proteina B-catenina se conforma por 12 repeticiones Armadillo (nimeros del 1-12), flanqueadas
por los extremos N-terminal (N) y C-terminal (C), respectivamente. Cada repeticion Armadillo
(exceptuando la séptima), se integra a su vez por 3 hélices representadas por cilindros de colores:
hélice 1 (cilindros azules), hélice 2 (cilindros verdes) y hélice 3 (cilindros amarillos). Junto a la Gltima
repeticion Armadillo y muy cercana al extremo C-terminal, se encuentra la hélice C, la cual tiene un

papel fundamental en las funciones de la B-catenina. Tomado y modificado de (Xing et al., 2008).
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7.2 El complejo de destruccion de la p-catenina

Las células sintetizan y degradan B-catenina constantemente, a menos que el ligando Wnt
esteé presente y active a la via Wnt/ B-catenina.

La presencia constitutiva de B-catenina es regulada a nivel citosolico por un complejo
multiprotéico conocido como “el complejo de destruccion” de B-catenina. Los integrantes de
este complejo son las proteinas supresoras de tumores: adenomatous polyposis coli (APC) y
axina, las serina/treonina cinasas caseina cinasa 1 (CK1) y glucdgeno sintasa cinasa 3f
(GSK3p), la proteina fosfatasa 2A (PP2A) y el complejo ubiquitina ligasa B-TrCP.

En ausencia del ligando Wnt, las cinasas CK1 y GSK3p fosforilan secuencialmente los
residuos de serina 33, 37 y 45, asi como el residuo de treonina 41 en el extremo N-terminal
de la B-catenina (Stamos & Weis, 2013) (Figura 4). Tales fosforilaciones propician que la p-
catenina sea reconocida por el complejo B-TrCP, el cual transfiere multiples ubiquitinas a la
[-catenina en los residuos de lisina 19 y 49. El sitio de unién de B-TrCP a la B-catenina es
una secuencia peptidica corta en las serinas 33 y 37. Una vez que la B-catenina interactlia con
el complejo B-TrCP, es poliubiquitinada y degradada proteoliticamente por el proteosoma
(Aberle et al., 1997). La fosforilacion en los residuos de serina 33 y 37 por la GSK3p en la
estructura de la B-catenina, es la funcion mejor caracterizada para estudiar el complejo de
destruccion de esta proteina.

La informacidn sobre las proteinas de andamiaje (Axina y APC), las proteinas cinasas (CK1
y GSK3p) y las fosfatasas (PP2A) involucradas en el complejo de destruccion puede ser

consultada en el Anexo B.

32



e ——

/ Complejo de destruccién \
7 'E Aodin

proteosoma

+
|,i-:a:1~}:-:_.-"1.f'1'v'r35~]'.-.‘QCQ'S‘:’Lﬁ@crﬁ@ﬂhﬂ'@:hpﬁ‘l.ﬂ CKCHPEEEDVD
S SR —
® o @ O
-

GS5K-3 GSK-3 GSK-3 CE1

Figura 4. El complejo de destruccion de la g-catenina.

Entre los componentes del complejo de destruccion de la B-catenina se encuentran las proteinas
adenomatous poliposis coli (APC), axina, y las cinasas caseina cinasa 1 (CK1) y glucdgeno sintasa
cinasa 3p (GSK3 B). CK1 y GSK3p fosforilan secuencialmente a la B-catenina en diferentes residuos
de serina y treonina, en el extremo N-terminal de la proteina (recuadro). La fosforilacion de la -
catenina propicia que el complejo ubiquitina ligasa Skpl/cullin/F-box (SCF) la marque para su

degradacion por el proteosoma. P=fosforilacion. Tomado y modificado de (Stamos & Weis, 2013).

7.3 Transduccion de seiales de la via Wnt/p-catenina

La via Wnt/B-catenina se centra en la regulacion de los niveles citosélicos de la B-catenina
(sintesis de novo y/o disociacion del complejo B-catenina/E-cadherina de la membrana
celular), a través del llamado complejo de destruccionSin embargo, cuando los ligandos Wnt
se unen a sus receptores Fz y al correceptor LRP5/6, la proteina Dishevelled (Dvl) recluta a
la proteina andamio Axina, impidiendo la formacion del complejo de destruccion. Por lo
tanto, la B-catenina se acumulaen el citosol y posteriormente trasloca al nicleo celular, donde
forma un complejo con el factor de células T (TCF) y el factor potenciador linfoide (LEF)
para promover la transcripcion de sus genes blanco. La activacion transcripcional por B-

catenina se considera el paso final de la sefializacion por Wnt (Figura 5).
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Figura 5. La via de sefalizacion Wnt/p-catenina.

Cuando la B-catenina es sintetizada de novo en la célula, es reclutada en las uniones adherentes de la
membrana celular por la proteina E-cadherina. Esto le permite a la E-cadherina una modulacion
indirecta del citoesqueleto de actina, a través de su interaccion con la B-catenina. La liberacion de la
B-catenina de las uniones adherentes provoca su incremento en el citoplasma celular, el cual es
rdpidamente sensado y regulado por el complejo de destruccion. Una fraccion de la B-catenina se
mantiene en el citoplasma al unirse a APC. Sin embargo, cuando algln ligando Wnt inicia la cascada
de sefializacidn, se impide la formacidn del complejo de destruccién y los niveles citoplasmaticos de
la B-catenina se incrementan. Dicho incremento, promueve que la B-catenina trasloque al nucleo
celular donde se asocia a la familia de coactivadores transcripcionales TCF/LEF, propiciando la
transcripcion de los genes blanco de Wnt. Otros factores diferentes a TCF/LEF también sirven como
una plataforma de unién al ADN para la B-catenina. La presencia nuclear de $-catenina es modulada
a través de su importacion y/o exportacion de este organelo. Ademas de sus funciones anteriores, la
[-catenina tiene un rol importante en la funcion del centrosoma. NTTA=activadores transcripcionales
N-terminal, CTTA=activadores transcripcionales C-terminal, WRE=elemento de respuesta a Wnt,
TF=factores de transcripcion, CK1=caseina cinasa 1, GSK3=glucdgeno sintasa cinasa 3. Tomado y
modificado de (Valenta et al., 2012).
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7.4 Genes blanco de la via Wnt/g-catenina

En vertebrados (humano, raton, rata, rana y pez cebra) como en invertebrados (mosca de la

fruta), se conocen aproximadamente 100 genes blanco de la via Wnt/p-catenina, entre los que

Se encuentran:

Factores de transcripcion (c-jun, Fra-1, Hath 1, sox 9, sox 17, sox 2, runx 2, SALLA4,
FoxN1, nanog, Oct4, snail, islet 1, proteina miogénica bHLH, engrailed 1, engrailed
2, MITF/nacre, Twist, brachyury, Cdx1, Cdx4, Irx 3, Six 3, neurogenina 1, SP 5,
Neuro D1, Nkx2.2, Gbx2, Pitx2, movo 1, mBTEB2, Ubx, shavenbaby),

reguladores transcripcionales (1d2, Msl1, LBH, siamosis, dharma/bozozok),
reguladores del ciclo celular (c-myc, n-myc, ciclina D, proteina de unién a c-myc,
Ccnal) y reguladores apoptéticos (survivina),

factores de crecimiento (BMP4, VEGF, FGFG 4, FGFG 9, FGFG 18, FGF 20, IGF-
1, IGF-2, Dpp) y endotelinas (endotelina 1),

proteinas presentes en la matriz extracelular y metaloproteasas de matriz (MMP7,
MMP26, CCNL1, fibronectina, estromelisina, versican),

receptores nucleares (RAR vy, PPAR 6) y precursores metabolicos (proglucagon),
proteinas que integran la membrana celular y/o receptores membranales (UPAR, Nr-
CAM, CD44, EphB/efrina-B, Met, adhesion neural L1, LGR5/GPR49, Stra 6, MDR1,
receptor de EGF, ectodisplasina, CTLA-4, ret, Tnfrsf 19),

proteinas estructurales y/o de unién (claudina 1, conexina 30, conexina 43, queratina),
ligandos (Jaggedl, ligando 41BB de la familia TNF, ligando RANK, proteina
transmembranal delta 1),

enzimas (6xido nitrico sintasa 2, telomerasa, Wrch-1, ciclooxigenasa 2, Cdc 25),
genes de respuesta temprana (WISP, stripe),

hormonas (osteocalcina) y

citocinas (IL-6, IL-8), entre otros.

Cabe mencionar que estos genes son considerados directos, cuando presentan sitios de unién

a los TCF e indirectos en el caso opuesto.

La lista completa de los genes blanco de la via Wnt canonica se presenta en el Anexo C.
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Aunado a lo anterior, la via Wnt/B-catenina promueve la expresion de varios de sus
componentes, lo cual indica la retroalimentacion génica de la via como una forma de

autoregulacioén (Tabla 2).

Efecto de la Efecto de los cambios en
seflalizacion Wnt la expresion del gen .
Interacciones del
en la expresion del | blanco sobre la via Wnt
bl gen blanco con:
Gen blanco gen blanco canénica
Fz baja inactiva wnt
Fz7 ata | - Wnt
dFz2 baja inactiva wnt
dFz3 alta activa Wnt
Arrow/LRP baja inactiva Wnt
Dickkopf alta inactiva Wnt
Dally (HSPG) baja @ | 0 - wnt
Wingful/notum alta inactiva Wnt
naked alta inactiva Dsh
nemo alta inactiva TCF
Axina2 alta inactiva [-catenina
B-TRCP alta inactiva [-catenina
TCF1 (dn) alta inactiva TCF
LEF1 baja activa p-catenina

Tabla 2. Genes blanco autorregulados por la via Wnt/p-catenina. Los genes mostrados son
componentes activos de la via Wnt/p-catenina, lo cual indica su retroalimentacion como una forma
de regulacion. Fz=Frizzled, LRP=proteinas parecidas a las lipoproteinas de baja densidad,

HSPG=proteoglicanos de heparan sulfato, B-TRCP= proteinas con repeticion de B-transducina, TCF=
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factor de células T, LEF= factor potenciador linfoide. Tomado y modificado de “the Wnt homepage

(http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/)”.

Ya que la via Wnt/B-catenina presenta una gran cantidad de genes blanco, se reconoce su
importancia en el proceso de desarrollo y en la diferenciacion/renovacion tisular de algunos
tejidos de organismos mamiferos adultos, como el intestino (van Es et al., 2005), los foliculos
capilares (Alonso & Fuchs, 2003), la piel (Alonso & Fuchs, 2003), el sistema hematopoyético
(Reyaet al., 2003), el hueso (Yu et al., 2005) y el higado (Behari 2010). Aunado a lo anterior,
la via Wnt candnica presenta funciones importantes en el metabolismo hepético (Behari,
2010), como se menciona en la seccion de antecedentes. Por lo que, esta via de sefializacion

se considera como esencial a lo largo de la vida.

Dado que, tanto la proliferacion celular como el metabolismo hepético presentan ritmicidad
circadiana, lo cual se aprecia a través del ciclo celular o el perfil diario en la presencia de
diversas enzimas y metabolitos, nuestro interés se centr6 en estudiar a la proteina -catenina
desde un punto de vista ritmico. Es asi que, los conceptos relacionados a los ritmos biol6gicos

se presentan en la siguiente seccion.

8. RITMOS BIOLOGICOS

Un ritmo se define como el cambio de una variable que se repite en el tiempo, con un patrén
y un periodo similar. Si dicha variable es bioldgica y enddgena (no sélo una respuesta al
ambiente), la oscilacion puede denominarse como un ritmo biolégico.

Generalmente, los ritmos son descritos a través de 3 de sus caracteristicas, la amplitud (A),
el periodo (T) y la(s) fase(s) (Figura 6). El periodo, representa el tiempo requerido para
completar un ciclo. En este sentido, si se quiere saber el nimero de ciclos en cierta unidad de
tiempo, se habla de la frecuencia (f), la cual es el reciproco del periodo. La fase se refiere a
un punto o estado instantaneo o repetible del ciclo. Generalmente, el punto de mayor
expresion de la variable bioldgica se denomina pico y el punto de menor expresion de dicha
variable se denomina el valle. Si la variable ritmica ha sido ajustada a una curva sinusoidal,

el término acrofase y batifase hacen referencia al pico y al valle, respectivamente. Por ultimo,
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la amplitud se refiere a la magnitud de la variable ritmica desde su linea base (su media o su
promedio), hasta el pico o valle de expresion de dicha variable (Figura 6).

Usualmente, la clasificacion de un ritmo bioldgico se da en base a su periodo. Si el ritmo
tiene un periodo <20 h, se le denomina ritmo “ultradiano”. A los ritmos con periodos cercanos
a las 24 h (aproximadamente el movimiento de rotacion de la Tierra) se les nombra como
ritmos “circadianos”, nombre que viene del latin circa (cercano) y diem (dia) y que significa
“cercano al dia”. En este dominio se encuentran la mayoria de los ritmos bioldgicos que se
han estudiado en los mamiferos, incluyendo al humano. Por lo que, en ocasiones se llega a

usar como sinénimos ritmos bioldgicos y ritmos circadianos.

Pericdo [T)

T=24h

[ Periodo de luz
I r:iodo de oscuridad

Observacion

1 ! T T
Q0 12 g 12

Tiempo (h)
Figura 6. Caracteristicas que definen a un ritmo.
El periodo (1), la amplitud (A) y la(s) fase(s) son las caracteristicas primordiales que describen a un
ritmo. En la imagen, el periodo del ritmo corresponde a 24 h, en donde 12 h corresponden a la fase

de luz (barra blanca) y 12 h a la fase de oscuridad (barra negra). Basado en (VValdés- Ramirez, 2009).

Por altimo, a los ritmos con periodos >28 h se les conoce como ritmos “infradianos”. En
conjunto, estos 3 dominios principales de los ritmos bioldgicos abarcan toda una gama de
tiempo que va de los milisegundos (ms) hasta afios. Por lo que, toda una variedad de
funciones ocurre de manera simultanea en el mismo organelo, célula u organismo.

No obstante, existen otros dominios de tiempo en los que se puede categorizar a los ritmos
bioldgicos. Entre estos, tenemos a los ritmos circaseptianos (7+3 dias), a los circatrigintanos

(3045 dias), a los ritmos circanuales (1 afio £2 meses), circatidales (24.8 h), circalunares
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(29.53 dias) y semitidales (12.4 h). Algunos ejemplos de ritmos bioldgicos en sus diversos
dominios de tiempo se muestran en la Tabla 3.

En los organismos, las estructuras generadoras de un ritmo determinado (cualquier pardmetro
fisioldgico), son llamadas osciladores. Si el oscilador es capaz de generar por si mismo un
ritmo y ademas, tener control sobre otros ritmos u osciladores, entonces es llamado oscilador
primario 0 marcapasos, como es el caso del ndcleo supraquiasmatico (ver mas adelante). Por
el contrario, si el oscilador depende de otra estructura o esta bajo el control de un oscilador
primario, se le conocera como oscilador secundario.

Para que una estructura anatémica sea considerada como un reloj bioldgico, debe constar de

3 elementos: una via de entrada, un oscilador, el cual sera el elemento central del reloj, y una

via de salida.
tiempo periodo variable organismo
<ls actividad del EEG (frecuencia delta) humano (Homo sapiens)
<ls electrocardiograma (depolarizacion humano (Homo sapiens)
de los ventriculos del corazén)
segundos
levaduras (Saccharomyces
. carslbergensis)
30-45s niveles de NADH
mosca de la fruta (Drosophila
. . melanogaster)
1 min canto de cortejo (machos)
2-4 min movimiento de hojas planta telégrafo (Desmodium
gyrans)
4-15 min tiempo de reaccién humano (Homo sapiens)
15 min secrecién de cortisol hipocampo (Equus caballus)
30 min transpiracion avena (Avena sativa)
minutos 45-62 min movimiento de hojas soya (Glycine max)
76 min contenido de proteina celular Acanthamoeba castellanii
75-100 min movilidad pupilar humano (Homo sapiens)
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85-90 min secrecion de cortisol mono rhesus (Macaca mulata)
90 min temperatura de la ubre vaca Holstein (Bos taurus)
90-100 min suefio MOR y no MOR humano (Homo sapiens)
100 min nutacion Judia trepadora (Phaseolus
vulgaris)
horas 4h actividad enzimatica euglena (Euglena gracilis)
12 h actividad de amilasa alfalfa (Medicago sativa)
24 h temperatura corporal humano (Homo sapiens)
dia 24 h suefio-vigilia humano (Homo sapiens)
24 h movimiento de hojas albizia (Albizzia julibrissin)
24 h actividad ardilla voladora (Galucomys
volans)
7 dias oviposicion colembola (Folsomia candida)
semana 7 dias rechazo al transplante de érganos humano (Homo sapiens)
7 dias inhibicion de semillas frijol (Phaseolus vulgaris)
mes 27-34 dias ciclo menstrual mujer (Homo sapiens)
6 meses perforacion por Ulcera humano (Homo sapiens)
1 afio germinacion de semillas papa silvestre (Solanum acaule)
1 afio reemplazo de astas ciervo sica (Cervus nippon)
1 afio migracion mosquitero musical (Phylloscopus
trochilus)
1 afio hibernacion ardilla de manto dorado (Citellus
lateralis)
1 afio peso del ovario pez gato (Heteropneustes fossilis)
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afios 1-7 afios peso gonadal erizo parpura de mar

(Strongylocentrotus purpuratus)

8 afios actividad de la alfa-amilasa trigo (Triticum spp)
8-10 afios poblacion grévol engolado (Bonasa umbellus)
13 0 17 afios surgimiento magicicada (Magicicada spp)

Bambdu chino (Phyllostachys

. » bamusoides)
100-120 afios floracion

Tabla 3. Ejemplos de ritmos bioldgicos en diversos dominios de tiempo.
EEG=electroencefalograma, NADH=dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido,
MOR=movimientos oculares rapidos, s=segundos, h=horas. Tomado y modificado de (Koukkari &
Sothern, 2006).

8.1 Propiedades de los ritmos bioldgicos circadianos
Los ritmos circadianos presentan 5 propiedades fundamentales, las cuales estan conservadas
a través de las especies. Estas propiedades son:

a) Un periodo cercano a 24 h, ain cuando la longitud del periodo entre especies

diferentes sea variable.

b) Pueden ser sincronizados, lo cual se refiere a que las sefiales ambientales (la luz, la

comida o la interaccion social, entre otras) pueden modificar la fase o el periodo del
ritmo bioldgico. A estas sefiales externas se les denomina sincronizadores.

¢) Son enddgenos, lo que significa que aln en ausencia de sefiales ambientales externas,

el ritmo bioldgico persiste. A esta condicion de persistencia, se le llama freerunning
o libre corrimiento, el cual se observa al colocar al organismo de estudio en
condiciones constantes de oscuridad y apreciar que el ritmo biologico de interés
continta. Un ejemplo de esto, son los movimientos de las hojas de la Mimosa pudica
con una periodicidad de 24 h, en oscuridad continua, fendmeno observado por el

astronomo francés De Mairan en 1729.

41




d) Compensan la temperatura, ya que los ritmos bioldgicos mantienen su periodo

constante a través de un rango amplio de temperatura, sin verse afectados por el
coeficiente de temperatura Q1o, cOmo sucede en otros fendmenos.
e) Son genéticos, ya que el reloj circadiano tiene caracteristicas hereditarias y esta

programado a nivel del genoma.

8.2 El nucleo supraquiasmatico (NSQ)

Los ritmos bioldgicos estan sustentados por un mecanismo molecular que recae en un reloj
central, localizado en el hipotdlamo, el cual se conoce como el nucleo supraquiasmatico
(NSQ). EI NSQ fue identificado por Curt Richter, quien a través de lesiones hipotaldmicas
identificd un area que al ser destruida resultaba en la pérdida de los ritmos circadianos de
actividad y de ingesta de agua y comida (Richter, 1960). Ulteriormente, los grupos de trabajo
de Robert Moore e Irving Zucker, confirmaron al NSQ como el reloj maestro de los
mamiferos, a través de la lesion de este en roedores. En 1972, se demostré que la lesion del
NSQ abole la actividad circadiana locomotriz y de ingesta de agua (Stephan & Zucker, 1972),
asi como algunas variables enddcrinas, como la secrecion de corticosterona (Moore &
Eichler, 1972a). Afios después, se observo que el transplante del NSQ fetal (Aguilar-Roblero
et al., 1987) a organismos arritmicos restaura su ritmicidad circadiana con un ritmo
determinado por el genotipo del NSQ transplantado (Sujino etal., 2003). Actualmente,
estudios in vitro han mostrado que las oscilaciones del NSQ son robustas y se mantienen por
varias semanas (Reppert & Weaver, 2002), mientras que los explantes de érganos periféricos
como el higado, presentan oscilaciones que decaen rapidamente hasta que un nuevo estimulo
sincronizador como la adicion de suero bovino fetal al medio de cultivo las restaura (Reppert
& Weaver, 2002). Lo anterior, denota el orden jerarquico y la importancia del NSQ en los
organismos.

La informacion referente a la localizacion y estructura del NSQ puede ser revisada en el
Anexo D.
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8.3 Mecanismo molecular de los relojes bioldgicos

El mecanismo molecular bésico de los relojes biologicos comprende asas de
retroalimentacion positivas y negativas o transcripcion-traduccion, que propician la
oscilacion de proteinas que regulan su propia expresion. Estas proteinas y los genes que las
originan se designan como genes y proteinas reloj, respectivamente. Este mecanismo
molecular esta presente en el reloj central (NSQ), como en los osciladores periféricos, lo que
genera oscilaciones celulares autbnomas y robustas.

Las proteinas reloj que integran el asa de retroalimentacion positiva son CLOCK (Circadian
Locomotor Output Cycles Kaput) y BMALL (Brain-muscle ARNT-like protein 1), mientras
que las proteinas que conforman el asa negativa son PER (Periodo) y CRY (Criptocromo)
(Figura 7). El incremento en los niveles de transcripcion de per y cry promueve el aumento
en los niveles de sus proteinas, las cuales heterodimerizan en el citoplasma celular.
Posteriormente, el heterodimero PERS/CRYSs trasloca al nucleo celular, donde inhiben su
propia transcripcion, asi como la de otros genes controlados por el reloj (gcr) (Reppert &
Weaver, 2001). En ausencia de PER y CRY, las proteinas CLOCK y BMAL1 actian como
reguladores positivos de la expresion génica circadiana. Ya que, activan la expresion de los
genes per y cry, que regulan negativamente el mecanismo del reloj molecular al unirse a
elementos especificos del ADN, llamados cajas E (CACGTG) (Gekakis et al., 1998).

Por otro lado, existen 2 asas de retroalimentacion accesorias, donde los receptores nucleares
virus de eritroblastosis reversa a/p (REV-ERBa/B) (Guillaumond, Dardente, Giguére, &
Cermakian, 2005; Preitner et al., 2002) y el receptor huérfano de &acido retinoico a/f
(RORa/P) (Guillaumond et al., 2005) regulan la expresion de Bmall, al inhibir o promover
la expresion de este, respectivamente (Figura 7). Tanto los REV-ERBs como los RORs,
compiten entre ellos por el elemento de respuesta del receptor huérfano parecido a acido
retinoico (RORE) en el promotor de Bmall, para llevar a cabo sus efectos. La ventaja de
estas asas alternas es que confieren una mayor robustez a las oscilaciones circadianas.

El inicio de un nuevo ciclo del reloj molecular se da cuando el complejo CLOCK/BMALL1
escapa de su represion, gracias a que la fosforilacion por la caseina cinasa 1e/6 (CK1e/d)
(Figura 7), la glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK3p) y la proteina cinasa activada por AMP
(AMPK) sobre PER y CRY, hace que éstos sean marcados para su degradacion por el

proteosoma. Dicha degradacion, puede ser vista como una regulacion temporal de las
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proteinas reloj, que posibilita un reinicio continuo del mecanismo molecular del reloj.
Adicionalmente, se presenta una regulacion espacial dindmica de las proteinas reloj, cuando
éstas se encuentran en transito entre el nucleo y citoplasma celular. Ambos tipos de
regulacion permiten la generacion de patrones ritmicos de expresion génica y de presencia

de las proteinas reloj, los cuales son autosostenidos y que tienen un periodo cercano a 24 h.

Citoplasma

Nucleo

Figura 7. Mecanismo molecular de los relojes circadianos en los mamiferos.

Las proteinas reloj PERs y CRYs, integran el asa de retroalimentacién negativa (linea azul) del
mecanismo del reloj molecular, al heterodimerizar en el citoplasma celular y posteriormente traslocar
al nucleo para inhibir su propia expresion génica, asi como la expresion de los genes Rev-erba y los
genes controlados por el reloj (gcr). Por el contrario, una vez que las proteinas CLOCK y BMAL1
heterodimerizan, traslocan al nicleo para actuar como reguladores positivos de la expresidn génica
de los genes ya mencionados. Por lo tanto, integran el asa de retroalimentacion positiva (flecha roja)
del mecanismo del reloj molecular. Cuando la caseina quinasa ¢/6 (CK1¢/8) fosforila al heterodimero
PERs/CRYsS, este es fosforilado (P) y marcado para su degradacion por el proteosoma, por lo que un

nuevo ciclo del reloj vuelve a iniciar. Basado en (Kohsaka & Bass, 2007).
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Los osciladores bioldgicos diferentes al NSQ localizados tanto en el sistema nervioso central
(SNC) (diferentes nucleos hipotalamicos y otras areas cerebrales), como en la periferia del
organismo (todos los 6rganos viscerales) se denominan “osciladores periféricos”.

Al igual que el NSQ, los osciladores periféricos cuentan con un mecanismo molecular que
estd conservado en todas las células del organismo. Sin embargo, su expresion genica es

tejido-especifica, lo que optimiza la funcion de éstos en un sistema circadiano global.

8.4 Oscilador Sincronizado por el Alimento (OSA)

Si bien, los osciladores periféricos del organismo estan coordinados por el NSQ (Schibler &
Sassone-Corsi, 2002), experimentos en roedores han mostrado que el acceso al alimento en
la fase de reposo del animal (para los murinos, la fase diurna) desacopla gradualmente a los
osciladores periféricos del NSQ (Damiola et al., 2000). Esto significa que una sefial no fética
como el cambio forzado en la hora de alimentacion, sincroniza a los osciladores periféricos
de manera independiente al NSQ. En consecuencia, la expresion de los genes reloj (perl,
per2, dbp) en tejidos periféricos como el higado (Hara et al., 2001), puede ser sincronizada
por la periodicidad del alimento, lo cual no sucede para el NSQ.

La sincronizacion por el alimento se produce al dar al animal una sola comida al dia en un
intervalo de entre 2-4 h, por dias consecutivos. Esto implica imponer un horario diario de
restriccion de alimento (HRA), el cual representa la Unica oportunidad del animal para
alimentarse durante ese dia.

En un ciclo luz-oscuridad 12:12 h, el HRA se establece en la fase diurna. Ya que, aungue los
roedores pueden anticipar la llegada del alimento a cualquier hora del dia, la actividad
anticipatoria al alimento (AAA) (ver siguiente seccidn), es mas clara cuando la comida se da
en la fase de reposo del animal (fase de luz). Dicha maniobra experimental, evita el
enmascaramiento entre la actividad propia del animal y la AAA que se tendria, si el alimento
se diera en la fase de oscuridad.

El HRA tiene efectos notables tanto en el comportamiento (AAA) como en la fisiologia del
animal. Debido a que, en condiciones naturales la blusqueda de alimento se realiza a una
determinada hora del dia, pues la disponibilidad de las presas (como insectos y roedores)
fluctia en el dia y a lo largo de las estaciones del afio. Por lo tanto, los depredadores tienen

gue anticipar la presencia de alimento (presa) para tener una mejor oportunidad de
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alimentacion. Entre los animales que anticipan sus horarios de alimentacion estan las abejas,
los peces, los marsupiales, los pajaros, los ratones, los hamsteres, las ratas, los conejos, las
comadrejas, los monos arafia (Mistlberger, 1994) y los humanos.

El resultado del HRA es el desacoplamiento entre los érganos periféricos y el NSQ, para
formar una red intercomunicada de estructuras cerebrales y periféricas. Dicha red actia como
un reloj circadiano diferente al NSQ, que se conoce como Oscilador Sincronizado por el
Alimento (OSA). Contrario a lo que se pudiera pensar, el sustrato anatdémico del OSA no ha
sido vislumbrado. Sin embargo, la importancia del OSA radica en la adaptacion del
organismo a comer de manera diferente. Lo cual se logra al recibir e integrar informacion

que genera un nuevo mensaje temporal que coordina a los osciladores periféricos.

Una explicacion de por qué la disponibilidad de alimento tiene relevancia como un
sincronizador, viene de las células reloj mas primitivas, las cianobacterias (Johnson &
Golden, 1999). Para estos procariotes fotosintéticos, la luz es al mismo tiempo un
sincronizador y una fuente de energia, la cual provee alimento. Lo anterior, pudo promover
que el ritmo de acceso al alimento actuara como un sincronizador primario, como en el caso

de otros procariontes (enterobacterias) y algunas células eucariontes como los hepatocitos.

Debido a que el mecanismo molecular del NSQ y de los osciladores periféricos recae en asas
de retroalimentacion transcripcion-traduccién de los genes reloj (Figura 7), las mutaciones
de estos, han sido extensivamente estudiadas en el raton.

Una recopilacion de dichas mutaciones y el fenotipo observado en la actividad locomotriz de
los roedores en condiciones constantes (libre corrimiento o free running) se presenta en el

anexo D.

8.5 Actividad Anticipatoria al Alimento (AAA)

Una de las manifestaciones mas evidentes del OSA es la aparicion de una intensa actividad
locomotora entre 2-3 h previas a la presentacion del alimento, la cual alcanza su pico de
expresion en el horario donde los animales comen. A esta conducta se le ha denominado
Actividad Anticipatoria al Alimento (AAA). La AAA fue evidenciada en 1922 por Curt
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Richter, quien observd que la actividad locomotora de ratas en la rueda de corrida se
incrementaba antes del horario en que los animales comian (Carneiro & Araujo, 2012).

La AAA se define como la actividad previa que presentan los animales experimentales a un
HRA vy la cual se caracteriza por presentar niveles incrementados de algun parametro
fisiolégico (actividad locomotriz, incremento de la temperatura corporal, pico de expresion
de ciertas hormonas y/o enzimas) en comparacion a los animales alimentados Ad Libitum, a
esa hora del dia.

Entre los ejemplos de anticipacion al alimento en los roedores se encuentran el tiempo que
pasa el animal frente al comedero o el reforzamiento en el palanqueo de su dispensador, el
incremento de la temperatura corporal o el pico de corticosterona horas previas a la
presentacion del alimento (Mistlberger, 1994). En la rata, los ritmos de anticipacion al
alimento han sido bien caracterizados, ya que esta especie puede tolerar varios dias de
privacion de alimento, mientras que otros roedores como el ratén y el hamster son mas
vulnerables a este protocolo.

Dentro de las adaptaciones fisiol6gicas reportadas en la anticipacion al alimento esta el
incremento en las disacaridasas intestinales (Saito, Kato, and Sueda, 1980), en la motilidad
duodenal (Comperatore & Stephan, 1987), en el glucagon (Diaz-Mufioz et al., 2000), en los
acidos grasos libres y los cuerpos ceténicos (Rivera-Zavala et al., 2017), asi como una
disminucion en los triacilglicéridos (Escobar et al., 1998) y la insulina sistémica (Diaz-
Mufioz et al., 2000). Todas estas variables fisiologicas modificadas hacen suponer que la
AAA es una actividad de optimizacion de forrajeo o0 a una respuesta de escape gque conlleva
a una mayor eficiencia metabolica.

Una vez que la AAA esta bien establecida, muestra su persistencia apareciendo todos los dias
a la misma hora del HRA por un lapso de 3-5 dias, aun cuando los animales estén privados
de alimento. Ademas, presenta libre corrimiento, el cual desaparece rapidamente en
condiciones Ad libitum, pero vuelve a reaparecer cercano a la hora de restriccion alimenticia
cuando después del periodo Ad Libitum, los animales vuelven a ser privados de alimento
(Figura 8A). Otras caracteristicas que reflejan a la AAA como parte del OSA son su
sincronizacién al alimento, su expresion en ratas arritmicas que son sincronizadas al alimento
(Figura 8B) y su aparicién en condiciones constantes de luz-luz (LL) (Figura 8C) u
oscuridad-oscuridad (DD) del ciclo 12:12 h (Mistlberger, 2011).
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Debido a que la AAA es una manifestacion del OSA, diversos grupos de trabajo han tratado
de identificar el sustrato anatdmico de este reloj circadiano. Lo cual, se ha abordado a través
de la lesion electrolitica o con &cido iboténico de diversas areas cerebrales, para
posteriormente ver los efectos de esas lesiones sobre la AAA y de esta manera tener una
aproximacion de la localizacion del OSA. Entre estos experimentos se tiene a la lesion del
nacleo parabraquial, la cual reduce drasticamente la AAA, llegando a abolirla en algunos
animales (Davidson, Cappendijk, & Stephan, 2000); las lesiones en el hipocampo
(Mistlberger & Mumby, 1992), el nucleo ventromedial del hipotdlamo (Mistlberger &
Rechtschaffen, 1984), el nicleo arcuato del hipotalamo (Mistlberger & Antle, 1999) y el area
postrema (Davidson et al., 2001) que s6lo presentan una influencia muy pequefia sobre la
expresion de la AAA. Otras maniobras como la hipofisectomia (Davidson & Stephan, 1999a)
no han abolido la AAA, pero eliminan la anticipacién en el incremento de la temperatura. En
tanto que la vagotomia subdiafragmatica no tiene ningun efecto en la AAA (Comperatore &
Stephan, 1990), asi como tampoco lo tienen la induccion de anosmia a través de sulfato de
zinc (Coleman & Hay, 1990) o la bulbectomia olfatoria (Davidson et al., 2001). Debido a lo
anterior, el sustrato anatomico del OSA continua sin ser elucidado. No obstante, el interés
por tener un conocimiento mas detallado del mecanismo molecular de este reloj circadiano
se ha visto reflejado en el estudio de mutaciones en los genes reloj de los mamiferos y su
efecto en la expresion de la AAA.

En este sentido, se ha mostrado que los ratones mutantes para Bmall (Bmall”) presentan
AAA tanto en condiciones de luz-oscuridad (LD), como en oscuridad constante (DD)
(Pendergast et al., 2009). Sin embargo las mutaciones en los genes reloj Per1 (Per1”) y Per2
(Per2B™y promueven una disminucion de la AAA en condiciones LD y DD (Mendoza,
Albrecht, & Challet, 2010).
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Figura 8. Ritmo de la Actividad Anticipatoria al Alimento (locomotora) en rata, bajo
condiciones Ad Libitum y en horario de restriccion de alimento.

El horario diario de restriccion de alimento (HRA) esta representado por la barra vertical blanca. En
cada gréfica (actograma), las lineas horizontales representan 1 dia de registro, en los cuales el apagado
de las luces se denota por el area sombreada. El conteo de la actividad (bins de 10 min) se esquematiza
con las barras negras mas gruesas, a lo largo de cada dia. (A) Representacion de la actividad
locomotora de una rata en un ciclo luz-oscuridad 12:12 (LD 12:12), a la que se le restringi6 el acceso
al alimento por 3h al dia en el periodo de luz. La AAA se observa desde algunas horas antes de la
restriccion de alimento al comienzo del HRA. Se aprecia como la AAA va siguiendo a la restriccion
de alimento, aunque esta se alargue de 24-26 h. Sin embargo, cuando la comida se omite por completo
“privacion de alimento” (FD), el ritmo de AAA locomotriz persiste por 3 ciclos més. (B) Una rata
con ablacion completa del NSQ, presenta arritmicidad cuando es alimentada Ad Libitum, pero
presenta un ritmo de AAA robusto cuando es alimentada s6lo 3h/dia diariamente. Este ritmo persiste
0 reaparece durante la privacion completa de alimento. (C) Una rata en condiciones constantes de luz
(LL), exhibe unritmo de libre corrimiento (periodo >24h). No obstante, cuando se le impone un HRA,

presenta un ritmo de AAA. Tomado y modificado de (Mistlberger, 2011).
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En el caso de los animales dobles mutantes de Per1”;Per28m y per28rdml-Cry2 la AAA
dismimuyd respecto a los animales control y se perdié completamente en los animales
Per2Bml-Cry1” (Mendoza et al., 2010). Cabe mencionar que tanto la disminucion como la
ausencia de la AAA en los animales mutantes no es debida a la hipoactividad de los mismos,
ya que su actividad en la rueda de corrida durante la noche es similar a la de los animales
control (Mendoza et al., 2010). Més bien, estaria indicando que el mecanismo molecular del
OSA depende en cierta medida de los genes reloj.

En cuanto a la eficiencia del alimento como sincronizador, se ha determinado que tanto su
calidad como por su cantidad (Mistlberger & Rusak, 1987) son importantes. Ya que, para
que el alimento pueda producir un ritmo de la AAA, debe suplir las necesidades nutricionales
diarias. Por lo tanto, las comidas palatables, pero no nutritivas como la sacarina o la celulosa
endulzada con sacarina, parecen no tener efecto alguno sobre el OSA. Lo anterior, descarta
al sabor del alimento o a la distension estomacal como sincronizadores del OSA (Stephan,
1997). No obstante, las comidas palatables presentadas con un acceso restringido a los
animales experimentales, producen AAA (Mendoza, Angeles-Castellanos, & Escobar,
2005), siempre y cuando aporten aproximadamente un 30% de la ingesta calorica diaria del
animal.

Ademas, hay que resaltar que la restriccion calérica que normalmente acompafia al HRA no
es esencial para producir anticipacién al alimento, pero parece acelerar dicho proceso
(Challet & Pévet, 1996).

8.6 Significado adaptativo de los ritmos biol6gicos

Los cambios del ambiente debidos al movimiento rotacional y traslacional de la Tierra han
conferido una presion selectiva constante sobre los organismos. Esto, ha determinado en gran
manera que los sistemas biologicos sean periddicos. Ya que, la alternancia luz-oscuridad es
la fuente primaria mas confiable de informacion acerca de la hora del dia y de las estaciones
del afio.

Es decir, la medida interna del tiempo a traves de un reloj circadiano se considera como una
ventaja en la organizacion fisiologica y metabolica de los organismos. Lo que permite una

mejor coordinacion entre los diferentes procesos bioldgicos, de acuerdo con el tiempo
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geofisico. Por ejemplo, diariamente el ciclo suefio vigilia coincide con los ciclos de ayuno-
alimentacion en la mayoria de los mamiferos. Mientras que, las migraciones, la reproduccion
y la hibernacion de muchos animales sdlo se presentan en ciertas épocas del afio.

Tal es la relevancia de los relojes circadianos en la biologia de los seres vivos que las
alteraciones en los genes reloj tienen efectos deletéreos en diversos procesos fisiologicos de

los mamiferos, como se muestra en el Anexo D.

9. ANTECEDENTES

En los humanos, la desregulacion y/o mutacion de diversos componentes de la via Wnt/B-
catenina tienen efectos adversos sobre el metabolismo. Es sabido que el polimorfismo de un
solo nucleotido en el gen de Wnt5b (Kanazawa et al., 2004) o en un alelo comdn de la familia
TCF (TCF4) (Grant et al., 2006) propician una mayor susceptibilidad de padecer diabetes.
Ademas, la mutacion en el gen que codifica para el correceptor LRP6 estd asociada a un
desbalance en el manejo de glucosa y con hiperlipidemia (Mani et al., 2007).

En modelos de animales murinos, la pérdida del correceptors LRP5 produce un incremento
en las concentraciones del colesterol plasmatico, y una secrecién de insulina pancreéatica
desregulada (Fujino et al., 2003). Lo anterior, sugiere un rol importante de la via Wnt en la

regulacion de diversas vias metabolicas.

9.1 La via Wnt/g-catenina en el higado

En el higado de ratén se han identificado a los 19 ligandos Wnt y a los 10 receptores Fzd
(Zeng et al., 2007). Los cuales, muestran una expresion diferencial entre los diversos tipos
celulares del higado (hepatocitos, células de Kupffer, células estelares, células endoteliales y
células biliares), asi como entre el tejido hepético adulto y el embrionario (Zeng et al., 2007).
Esto sugiere una comunicacion cruzada entre las diferentes células del higado e igualmente,
un alto grado de complejidad en la sefializacion Wnt.

La via Wnt/B-catenina ha sido estudiada en todos los estadios del tejido hepatico, lo cual
abarca el desarrollo prenatal del higado y su organogénesis (Nejak-Bowen & Monga, 2008);
el higado adulto sano y sus funciones metabdlicas y la patologia del higado en enfermedades
como la fibrosis, el higado graso o el cancer (Russell & Monga, 2017). Sin embargo, en esta
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seccidn nos enfocaremos en las funciones metabdlicas hepaticas que involucren a la via Wnt

canonica y a su efector principal, la proteina B-catenina.

9.2 La p-catenina en la remocion del amonio hepatico y en la zonacion metabdlica
El ion amonio (NH4") es un producto de desecho que se obtiene por el metabolismo de
proteinas y aminoacidos. No obstante, es un metabolito toxico a altas concentraciones por lo
que debe ser removido eficazmente de las células. En el higado, la remocién de amonio se
lleva a cabo a través de 2 procesos metabolicos diferentes: el ciclo de la urea y la enzima
glutamina sintetasa (GS).
En el ciclo de la urea, el amonio se transforma en una sustancia menos toxica, llamada urea,
por la cual el ciclo adquiere su nombre. Para la formacién de urea se requieren 5 enzimas
diferentes, siendo la carbamoilfosfato sintetasa 1 (CPS1) la enzima limitante del ciclo. La
CPS1 se encuentra en las mitocondrias del hepatocito y su distribucion en el acino hepético
estd zonada, ya que su presencia va de la zona periportal (ZPP) hacia la zona intermedia (ZI),
estando ausente en los hepatocitos pericentrales (HPC) (Brosnan & Broshan, 2009).
Por el contrario, la GS se localiza en las primeras 3 hileras de hepatocitos que conforman la
zona pericentral hepética (ZPC) (Gebhardt & Mecke, 1983). La GS cataliza la condensacion
de glutamato y amoniaco para formar glutamina, en una reaccion dependiente de ATP, como
la siguiente:

glutamato + ATP + NHz — glutamina + ADP + fosfato.
El ciclo de la urea y la GS son sistemas complementarios que permiten al higado regular de
manera efectiva los niveles de amonio en sangre. Ya que, mientras que el ciclo de la urea es
un sistema de alta capacidad y baja afinidad, la GS es un sistema de baja capacidad, pero alta
afinidad (Haussinger, 1990). Lo cual significa que el poco amonio que escapa de su
procesamiento por el ciclo de la urea en la ZPP es convertido a glutamina por la GS en los
HPC. Por lo que, la remocion de amonio hepatico esta intimamente relacionado con el
fendmeno de la zonacion metabdlica.
La GS es también la enzima marcadora de la ZPC y la B-catenina es uno de sus factores
transcripcionales (Burke & Tosh, 2006) que regula la expresion de la GS a traveés de la via
Wnt/B-catenina.

52



La via Wnt candnica se considera como el regulador maestro de la zonacién metabolica. En
ratones knockout para APC (un regulador negativo de B-catenina) hay una activacion
aberrante de la B-catenina y el fenotipo resultante es una expresion extendida de la GS de la
ZPC hasta la ZPP (Benhamouche et al., 2006). Lo anterior, provoca la muerte de los animales
experimentales debido a una hiperamonemia severa que va acompafiada de
hiperglutaminemia y hepatomegalia (Burke & Tosh, 2006).

Inversamente, cuando se inhibe la via Wnt/B-catenina en los hepatocitos a través de un
antagonista (Dickkopf-1) (Benhamouche et al., 2006), hay un decremento en la expresion de
los marcadores de la ZPC y un aumento en los marcadores de la ZPP. Estos experimentos
indican que la activacion de la B-catenina propicia un fenotipo pericentral, mientras que la
inhibicion de la via Wnt/ B-catenina promueve el establecimiento de un fenotipo periportal.
Lo cual influye tanto en el establecimiento de la zonacion metabdlica y por ende para el

manejo del amonio hepatico.

9.3 La p-cateninay la gluconeogénesis hepatica

La gluconeogeénesis (GNG) es una via anabdlica, en la cual se sintetiza glucosa a partir de
intermediarios no glucocidicos como los aminoacidos (alanina) o algunos intermediarios
metabdlicos (glicerol, piruvato, lactato y oxaloacetato). Esta via se lleva a cabo
principalmente en el higado y en menor grado en el rifién.

La GNG hepatica mantiene los niveles de glucosa en sangre en rangos fisioldgicos durante
periodos prolongados de ayuno, lo cual asegura la demanda energética durante los ciclos de
ayuno/alimentacién. Si bien la via gluconeogénica es catalizada por varias enzimas, 2 de ellas
adquieren relevancia al ser las enzimas limitantes de esta ruta metabolica. Estas enzimas son
la fosfoenol-piruvato carboxicinasa (PEPCK) y la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa). Las cuales,
se encuentran al inicio y al final de la via, respectivamente (Figura 9).

La PEPCK cataliza la conversion de oxaloacetato a fosfoenolpiruvato, intermediario
metabolico a partir del cual puede continuar la via gluconeogénica. Por el otro lado, la
G6Pasa cataliza la reaccion de glucosa-6-fosfato a glucosa libre, la cual es liberada a la
circulacion para ser tomada por los tejidos. Tanto la PEPCK como la G6Pasa se encuentran
reguladas transcripcionalmente por hormonas y otros factores de transcripcion como

forkhead (FOXO), sirtuina 1 (SIRT1), coactivadores transcripcionales como el coactivador
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de PPAR gamma tipo 1a (PGC-1a) (Chakravarty et al., 2005; Xu et al., 2007) y proteinas
reloj como REV-ERBa, CRY, BMAL-1 y CLOCK (Kennaway et al., 2007). Todos estos
factores trabajan coordinadamente bajo condiciones de ayuno para permitir la expresion

robusta de los genes que codifican para las enzimas PEPCK y G6Pasa en el higado.
GLUCOSA
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Figura 9. La via gluconeogénica simplificada.

La gluconeogénesis hepatica se caracteriza por la actividad de 4 enzimas distintivas, de las cuales 2
de ellas son las enzimas limitantes de la via. Estas enzimas son la fosfoenolpiruvatocarboxicinasa
(PEPCK) y la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), localizadas al inicio y al final de la via gluconeogénica,
respectivamente (letras rojas). Las flechas negras indican la incorporacién de sustratos a la via y las

flechas azules indican la continuidad de las reacciones quimicas de la via, las cuales se han omitido.
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En adicion a los factores antes mencionados, la proteina p-catenina tiene un rol primordial
en la regulacion de la respuesta gluconeogénica. En experimentos in vitro con cultivos
primarios de hepatocitos, una delecion de p-catenina llevada a cabo a través de la enzima
Cre-recombinasa reduce la abundancia del ARN mensajero (ARNm) de las enzimas PEPCK
y G6Pasa. En tanto que, la sobreexpresion de B-catenina estimula la expresion de estas
enzimas (Liu et al., 2011). Complementariamente a estos experimentos, los efectos in vivo
de la B-catenina sobre la respuesta gluconeogénica son similares. Debido a que la delecion
de B-catenina reduce la expresion del ARNm de las enzimas PEPCK y G6Pasa y la
sobreexpresion de B-catenina potencia la expresion de las enzimas anteriores (Liu et al.,
2011). Adicionalmente, experimentos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP)
mostraron un incremento en la unién de B-catenina y FOXO1 en los promotores de las
enzimas G6Pasa y PEPCK, cuando los animales experimentales son sometidos a algunas
horas de ayuno (Liu et al., 2011). Estos antecedentes indican una participacion notable de la
B-catenina en la GNG hepatica.

Puesto que, tanto la presencia como la actividad enzimética de la G6Pasa y la PEPCK, asi
como algunos reguladores de la GNG (corticosterona) presentan un patrén ritmico (Pérez-
Mendoza et al., 2014), se planted la posibilidad de que la presencia de la B-catenina en el
hepatocito fuera ritmica y que tuviera alguna relacion con las proteinas reloj de este tejido.
Esto nos llevo a explorar el vinculo entre la B-catenina y las proteinas reloj en otros tejidos y

modelos experimentales como se aprecia a continuacion.

9.4 Relacion de la p-catenina y las proteinas reloj

La relacion entre la B-catenina y las proteinas reloj PER1 y PER2 (que conforman el asa de
retroalimentacion negativa del reloj molecular) viene de modelos experimentales de cancer,
tanto en condiciones in vitro como in vivo. En estos estudios, la regulacion a la baja de las
proteinas PERs, a través de un ARN pequeiio de interferencia (SIRNA) incrementa la
expresion de la B-catenina (Wood, Xiaoming, and Hrushesky, 2009) y algunos de sus genes
blanco como la ciclina D1 y c-myc. Ya que, la B-catenina promueve la induccion del
complejo B-TrCP para degradar a PER1 y PER2 via proteosomal (Yang et al., 2009). Por el
contrario, la regulaciéon a la baja de la B-catenina a través de un siRNA incrementa la

expresion de PER2 en células de cancer de colon humanas (Yang et al., 2009) y en la mucosa
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del intestino delgado de ratones con mutaciones en APC (APC M"*) (un regulador negativo
de B-catenina). De manera interesante, en los animales APC M"* el ritmo diario de Perl
presenta un cambio de fase (de la noche al dia) y el ritmo de Per2 conserva su fase de
expresion, pero disminuye significativamente su amplitud (Yang et al., 2009).

En el caso de BMALL (integrante del asa de regulacion positiva del reloj molecular), los
ratones knockout para el gen de esta proteina (BMAL™), presentan una disminucion de los
niveles de B-catenina respecto a los ratones silvestres (Guo et al., 2012). Lo anterior se debe
a que BMAL1 actta como un factor transcripcional de la B-catenina y de otros componentes
de la via Wnt canonica como Axina2, Wntl10a, Fzd5, DvI2 y TCF3 (Guo et al., 2012).

Por otra parte, el mecanismo del reloj molecular y la via Wnt/B-catenina tienen un punto de
cruce en las proteinas cinasas CK1 y la GSK3, las cuales modifican postraduccionalmente
tanto a las proteinas reloj como a la B-catenina.

En el contexto de los ritmos circadianos, las cinasas mencionadas pueden determinar la
localizacion subcelular, la estabilizacion, la heterodimerizacion y la degradacion de las
proteinas reloj (Gallego & Virshup, 2007). Mientras que, en la sefializacion de Wnt estan
involucradas en la degradacién de B-catenina, principalmente.

Lo cual sugiere que la B-catenina podria tener un patrén ritmico en el hepatocito, como
consecuencia de su relacién con las proteinas reloj, asi como por las funciones metabolicas

en las que participa.
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10. JUSTIFICACION

Si bien, la proteina B-catenina tiene un papel fisiologico importante como regulador del
metabolismo hepético y de la zonacién metabolica, poco se conoce sobre el efecto que
producen distintos patrones de alimentacion, relativos a la respuesta gluconeogénica (como
el ayuno) en la presencia y distribucion celular de la p-catenina en el hepatocito.

Ademas, aunque genéricamente se habla de la proteina -catenina, esta proteina presenta toda
una dindmica celular, la cual se ve influenciada por distintas modificaciones
postraduccionales como la fosforilacion. Sin embargo, se desconoce si la B-catenina y 2 de
sus formas fosforiladas implicadas en la degradacion, como la B-catenina fosforilada en el
residuo de serina 33 (pSer33 B-catenina) y en la potenciacion transcripcional, como la -
catenina fosforilada en el residuo de serina 675 (pSer675 B-catenina), respectivamente,
presentan una zonacién metabolica en el acino hepatico, ya que la B-catenina es un regulador
importante de este fenébmeno. Igualmente, puesto que la zonacion metabdlica es susceptible
al ayuno, se desconoce si la zonacion y la localizacion subcelular de las variantes de B-
catenina varian en el hepatocito al cambiar el patron de alimentacion.

Adicionalmente, hay una influencia directa y reciproca entre los componentes del reloj
molecular (PER1, PER2 y BMAL1) y la presencia de la B-catenina activa. Sin embargo, no
se ha explorado si la B-catenina total o las 2 formas fosforiladas previamente mencionadas
presentan una patron de expresién circadiano en condiciones fisioldgicas y si este podria
variar bajo un horario diario de restriccion de alimento (HRA).

Por lo tanto, este trabajo se centrd en dilucidar la distribucion subcelular y zonal de 2
variantes fosforiladas de la B-catenina y de la B-catenina total, asi como sus patrones diarios
de expresion en condiciones fisioldgicas y bajo un HRA que promueve una sincronizacion

por alimento.
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11. HIPOTESIS

Las formas activas de la proteina B-catenina: la B-catenina total y la pSer675 B-
catenina), asi como la forma fosforilada inactiva de la proteina (pSer33 B-catenina)
estaran zonadas a lo largo del acino hepatico en funcién de su localizacion subcelular.
El HRA incrementara el nivel de expresion de las proteinas -catenina total y de la -
catenina que tiene una actividad transcripcional incrementada (pSer675 B-catenina),
pero disminuira el nivel de expresion de la B-catenina marcada para su degradacion

(pSer33 B-catenina) a lo largo de las 24 h del dia.

12. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la distribucion y el perfil de presencia diario de 2 formas fosforiladas de la

proteina -catenina (pSer33 B-catenina y pSer675 B-catenina), asi como de la f-catenina total

en el higado de rata adulta y determinar si la modificacion en el patrén diario de alimentacion

tiene alguna incidencia sobre ellos.

12.1 Obijetivos especificos

Determinar el perfil a lo largo de las 24 h del dia en la presencia de la B-catenina total,
de la pSer33 p-catenina y de la pSer675 B-catenina en diferentes fracciones
subcelulares del hepatocito (homogenado total, citosol y ndcleo) condiciones Ad
Libitum y bajo un HRA.

Determinar la presencia de las proteinas B-catenina total, pSer33 B-catenina y
pSer675 B-catenina en el homogenado total y en las fracciones citosélica y nuclear
del hepatocito durante un ayuno agudo de 22 h (Fa) y una realimentacién aguda de 2
h posterior al ayuno simple (Rf).

Determinar la localizacion subcelular de la B-catenina total, pSer33 B-catenina y
pSer675 B-catenina en el hepatocito de rata en condiciones Ad Libitum, HRA, Fa y
Rf.

Determinar la distribucion zonal de la B-catenina total, pSer33 p-catenina y pSer675

[3-catenina en el acino hepatico de rata en condiciones Ad Libitum y bajo un HRA.
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13. MATERIALES Y METODOS

13.1 Alojamiento de los animales y declaracion ética

Ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 200 + 20 g al inicio del experimento fueron
colocadas en grupos de 4 animales al interior de cajas de acrilico transparente (40 cm x 50
cm x 20 cm) para su aclimatacion a las condiciones del laboratorio.

Los animales estuvieron en un ciclo luz-oscuridad 12:12 h (encendido de las luces a las 08:00
h), temperatura constante de 22 £ 1°C y libre acceso al agua y al alimento (5001 rodent diet;
Lab Diet, St Louis MO, USA) durante algunos dias, antes de empezar el experimento.

Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México y conducidos de acuerdo a
los estandares éticos internacionales reportados por (Portaluppi, Smolensky, & Touitou,
2010) y a los criterios dictados en la Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA) clave NOM-062-Z00O-
1999.

13.2 Grupos experimentales
Los animales experimentales fueron asignados de manera arbitraria en 4 grupos diferentes,

similares a los reportados previamente por (Angeles-Castellanos et al., 2005; Davidson &
Stephan, 1999b) y que se describen a continuacion:

1) Grupo Ad Libitum (AL), el cual tuvo libre acceso al alimento y al agua a lo largo de
un periodo de 24 h.

2) Grupo con un horario diario de restriccion de alimento (HRA), en el cual los animales
tuvieron acceso al alimento tnicamente por 2 h al dia (12:00-14:00 h), durante su fase
de reposo (fase de luz).

La duracién de los protocolos 1 y 2 fue de 3 semanas, al término de las cuales los
animales fueron procesados para la obtencion de muestras. La toma de muestras inicié
a las 08:00 h, a partir de lo cual las muestras siguientes fueron tomadas en intervalos
de 3 halo largo de las 24 h del dia.

Para descartar la posibilidad de que los efectos observados en el grupo HRA fueran

debidos al ciclo diario de ayuno (22 h) y realimentacion (2 h), se incluyeron 2 grupos
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experimentales adicionales que sirvieron como controles de la condicion alimenticia.
Estos grupos fueron:

3) Grupo con ayuno agudo de 22 h (Fa), en el cual los animales tuvieron libre acceso al
alimento por 3 semanas para posteriormente ser deprivados de alimento por las
siguientes 21 h. Una vez que los animales finalizaron sus 21 h de ayuno, lo cual
ocurria a las 11:00 h, los animales fueron procesados para la obtencién de muestras.

4) Grupo con realimentacion aguda de 2 h (Rf), en el cual los animales tuvieron libre
acceso al alimento por 3 semanas para posteriormente ser deprivados de alimento por
las siguientes 21 h. Una vez finalizadas las 21 h de ayuno, los animales fueron
realimentados de manera aguda por 2 h (de 12:00-14:00 h). Al término de la
realimentacion (14:00 h) los animales fueron procesados para la obtencion de
muestras.

Reportes previos del laboratorio han probado la efectividad del protocolo HRA a través de
diversas adaptaciones fisioldgicas y metabdlicas como la aparicion de la AAA, el cambio de
fase de las proteinas reloj PER1(Béez-Ruiz et al., 2013; Luna-Moreno et al., 2009) y BMAL1
(Arellanes-Licea et al., 2014) en el higado de rata y la variacion diaria de los niveles de la

corticosterona sérica (Baez-Ruiz et al., 2013; Luna-Moreno et al., 2009).

13.3 Fraccionamiento subcelular

Los animales experimentales se procesaron utilizando una guillotina para consecutivamente
disectar el higado. Muestras de tejido hepatico de 5 g de peso fueron procesadas
inmediatamente a 4 °C en buffer de homogenizacién (225 mM sucrosa, 0.3 mM EGTA, 10
mM Tris-HCI, pH 7.4) con un homogeneizador de vidrio-teflon Potter-Elvehjem a 40 rpm
por 20 s. EI homogenado total obtenido fue centrifugado (centrifuga Sorvall SS34) a 1,500 g
por 15 min. El botdn resultante de esta primera centrifugacion se aislé usando el método del
acido citrico (Reiners & Busch, 1980), con lo que se colecto la fraccion nuclear. Por otro
lado, el sobrenadante de esta primera centrifugacion fue decantado y centrifugado a 10,000
g por 20 min para obtener la fraccion mitocondrial del pellet (la cual se descart6) y la fraccién
citosolica del sobrenadante, cuando este ultimo se ultracentrifugo (ultracentrifuga Beckman,

rotor 70 Ti) a 100,000 g por 70 min (Aguilar-Delfin, Lopez-Barrera, & Hernandez-Mufioz,
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1996). Todas las fracciones subcelulares obtenidas fueron alicuotadas y almaceadas a -70 °C

hasta su uso.

13.4 Western Blot

El homogenado total, asi como las fracciones citosolica y nuclear se emplearon para
determinar el perfil diario (24 h) de las proteina B-catenina total, 3-catenina fosforilada en el
residuo de serina 33 (pSer33 B-catenina) y la B-catenina fosforilada en el residuo de serina
675 (pSer675 B-catenina) utilizando la técnica de Western blot.

La proteina soluble total (PST) fue cuantificada por el método de Bradford (Bradford, 1976).
Cantidades equivalentes de PST fueron mezcladas con el buffer de muestra Laemmli 2X
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) e incubadas a 80 °C por 10 min. Posteriormente,
fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 10% y separadas por una electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones reductoras y
desnaturalizantes. Subsecuentemente, los geles fueron transferidos a una membrana de
nitrocelulosa y estas se blogueron por 1 h con leche sin grasa preparada al 5%. La leche fue
lavada con Buffer Salino de Tris y Tween 20, pH 7.5 (TBST) 3 veces por 5 min cada vez.
Consecutivamente, las membranas se incubaron toda la noche a 4 °C con los siguientes
anticuerpos primarios diluidos en TBST: anti -catenina de conejo (ab 32572), dilucion
1:5000; anti (phospho S33) B-catenina (ab 73153) (Abcam, Cambridge, MA, USA), dilucion
1:30,000 y anti B-catenina (Ser 675) (D2F1, Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA,
USA), dilucién 1:1000. El dia siguiente las membranas fueron lavadas con TBST e incubadas
por 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario burro anti-conejo acoplado a
fosfatasa alcalina (sc2083, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), dilucién 1:5000.
Las bandas de proteina fueron reveladas empleando el kit del sustrato para el conjugado de
fosfatasa alcalina (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). La proteina B-tubulina se
utilizé como un control de carga para el homogenado total y la fraccion citosolica, para
evidenciarla se utilizo el anticuerpo contra B-tubulina (ab 56676) (Abcam, Cambridge, MA,
USA) a una dilucion 1:1000. Por otra parte, la proteina de carga empleada para la fraccion
nuclear fue la 1dmina B1 y el anticuerpo utilizado para verla fue el anticuerpo contra lamina
B1 (ab 184115) (Abcam, Cambridge, MA, USA) a una dilucion 1:10,000.

61



La cuantificacion de las proteinas de interés fue realizada por un analisis densitométrico
usando el software Image J [National Institutes of Health (NIH), USA] (Abramoff et al.,
2004).

13.5 Inmunofluorescencia

El tejido hepatico se fij6 en formalina al 10% durante 1 semanaa 4 °C, con cambios de fijador
cada 2 dias. Luego, fue embebido en parafina para formar blogues, de los cuales se
obtuvieron cortes de 7 pum que se montaron en portaobjetos electrocargados. Los cortes
fueron desparafinados por 2 h a 60 °C en un horno de aire caliente, para luego ser
rehidratados en un tren de los siguientes solventes: xilol al 100% (10 min), etanol al 100%
(5 min), etanol al 96% (5 min), etanol al 80% (5 min) y agua desionizada (10 min). Enseguida
los cortes se bafiaron en buffer de permeabilizacion (3.9 mM citrato de sodio, Tween 20 al
0.1%) por 8 min, se lavaron con TBST 5 min y se hirvieron en buffer de EDTA (1 mM
EDTA, Tween 20 al 0.05%, pH 8.0) por 1h a 96 °C para exponer el antigeno. Una vez que
los cortes se atemperaron, se bloquearon con leche sin grasa al 1%, se lavaron 3 veces con
TBST (5 min por vez) y se incubaron toda la noche a 4 °C con alguno de los anticuerpos
siguientes diluidos en TBST: anti B-catenina de conejo (ab 32572), dilucién 1:100; anti
(phospho S33) B-catenina (ab 73153) (Abcam, Cambridge, MA, USA), dilucién 1:100 y anti
[-catenina (Ser 675) (D2F1, Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA), dilucién
1:100. Al otro dia, los cortes se lavaron 3 veces con TBST (5 min/vez) y se incubaron por 2
h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario burro anti-conejo 1gG Alexa Fluor
594 (Invitrogen Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA), dilucion 1:500. Ulteriormente,
los cortes fueron lavados 3 veces con TBST (5 min/vez) y se volvieron a bloquear con leche
sin grasa al 1%, durante 1 h. Se volvieron a lavar 3 veces con TBST (5 min/vez) y se
incubaron toda la noche a 4 °C con el segundo anticuerpo primario el anti glutamina sintetasa
(GS) de mouse (MAB302, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), dilucion 1:300, el
anti (phospho S33) B-catenina (ab 73153) (Abcam, Cambridge, MA, USA), dilucion 1:100 o
el anti B-catenina (Ser 675) (D2F1, Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA),
dilucion 1:100. Finalmente, los cortes se lavaron 3 veces con TBST (5 min/vez) y se
incubaron por 2 h a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo secundario burro anti-
mouse 1gG Alexa Fluor 488 (A21202) o el burro anti-conejo 1gG Alexa Fluor 488 (A21206)
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(Invitrogen Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA), ambos dilucién 1:300. La sefial
fluorescente fue visualizada tanto en un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse
E600, Minato, Japan) como con un microscopio confocal (Zeiss Axiovert 200 LSM 510
Meta-Multiphotonic, Oberkochen, Germany) y cuantificada con el software Image J
[National Institutes of Health (NIH), USA] (Abramoff et al., 2004).

13.6 Andlisis de datos

Los datos obtenidos fueron agrupados tanto por su condicion experimental como por el
horario en el que se colectaron y fueron expresados como la media + el error estandar de la
media (SEM). El nimero de muestras en cada punto temporal fue de al menos 4 animales
experimentales. Los resultados se compararon utilizando una ANOVA de 1y 2 vias para
determinar el efecto del horario y de los tratamientos, respectivamente. Las diferencias
significativas fueron detectadas a través de las pruebas post hoc de Tukey o de Sidak
(p<0.05). Adicionalmente, un anélisis cronobioldgico fue realizado utilizando el programa
Chronos Fit, donde los pardmetros a tomar en cuenta fueron la acrofase, el mesor, la amplitud
y el porcentaje de ritmicidad.

Por Gltimo, una prueba t de Student fue realizada para identificar las diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos de condicion alimenticia y la
restriccion diaria de alimento de la siguiente manera: ayuno agudo de 22 h (Fa) vs
realimentacion aguda de 2h (Rf), Fa vs HRA a las 11:00 h y Rf vs HRA a las 14:00 h.
Tanto las graficas de los resultados como los analisis estadisticos fueron hechos en el
software GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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14. RESULTADOS

Inicialmente en nuestro protocolo experimental evaluamos el perfil diario de expresion (24
h) de las proteinas pSer33 B-catenina (cuya fosforilacién es una marca para su degradacion),
de la pSer675 B-catenina (cuya fosforilacion potencia su actividad transcripcional) y de la -

catenina total.

14.1 El horario diario de restriccion de alimento (HRA) disminuyd el nivel medio de
expresion de la pSer 33 p-catenina

El perfil diario de expresion de la proteina pSer33 B-catenina en las diferentes fracciones
subcelulares hepéticas se muestra en la Figura 10. Los grupos AL y HRA mostraron una
presencia constante de la proteina pSer33 p-catenina durante el periodo de 24 h en el
homogenado total y en la fraccién citosélica hepatica (Figura 10A-B). En la fraccion
citosélica, el grupo AL a las 08:00 h present6 una diferencia estadisticamente significativa
(ANOVA de 2 vias, horas del dia: F [1,48]=23.85, p<0.0001) en comparacién al grupo HRA
en el mismo punto temporal. Sin embargo, el nivel medio de expresion de la pSer33 B-
catenina en el grupo HRA disminuyé un 16% en el homogenado total y un 42% en la fraccion
citosélica, respectivamente. En la fraccion nuclear, ambos grupos (AL y HRA) disminuyeron
gradualmente su expresion de pSer33 B-catenina del inicio de la fase de luz (08:00 h) a la
primer mitad de la fase de oscuridad (02:00 h), lo cual fue estadisticamente significativo
(ANOVA de 1 via, grupo AL: F[7,32]=2.74, p=0.02; grupo HRA: F[7,32]=2.74, p=0.02 ),
pero no se ajusto a un perfil ritmico al ser evaluado por un analisis cronobioldgico (Figura
10C).

En el caso de los controles de alimentacion, la expresion de la pSer33 B-catenina en los
grupos Fay el HRA a las 11:00 h fue similar en todas las fracciones probadas. Mientras que,
la expresion de la pSer33 B-catenina en los grupos Rf y HRA a las 14:00 h fue semejante en
el homogenado total y en la fraccion nuclear, no asi en la fraccion citosolica, donde la
expresion de la pSer33 B-catenina en el grupo Rf con respecto al grupo HRA disminuyé un
61%. Conjuntamente, en el homogenado total, la expresion de la pSer33 B-catenina en el
grupo Fa disminuye un 23% al compararse con el grupo Rf. En contraste, la expresion de la
pSer33 B-catenina en el grupo Rf de la fraccion citosélica aminoro su expresion un 51% con

respecto al grupo Fa (Figuras 10A-C).
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Figura 10. Perfil diario de expresion de la proteina pSer33 p-catenina en el higado de rata, en
un protocolo de restriccion diaria de alimento (HRA).

Analisis por Western Blot de la proteina pSer33 B-catenina en el homogenado total (A), la fraccion
citosdlica (B) y la fraccion nuclear (C) hepaticas. Cada valor se normalizd contra las proteinas de
carga tubulina (para Ay B) y lamina B1 (para C). Se muestra un Western Blot representativo de cada
condicién. Cuadrados grises=grupo AL, circulos negros=grupo HRA, tridngulos= grupo Fa, triangulo
invertido=grupo Rf. Los datos estan representados como la media + SEM (n=4-5 animales diferentes
por cada punto temporal). Las lineas horizontales representan el promedio de los datos en el ciclo de
24 h. La barra vertical de color gris indica el horario de acceso restringido al alimento (12:00-14:00
h). El rectdngulo negro en el eje de las abscisas representa las 12 h de la fase de oscuridad. ¥ Diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos AL y HRA en el promedio de 24 h (t de Student,
p<0.05). *Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos AL y HRA en el mismo punto
temporal (ANOVA de 2 vias, seguida de una prueba post hoc de Sidak, p<0.0001). °Diferencia
estadisticamente significativa entre los puntos temporales del mismo grupo experimental (ANOVA
de 1 via, seguida de una prueba post hoc de Tukey, p<0.0001). “Diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos Fa y Rf (prueba t de Student, p<0.05).

“ Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos HRA (a las 11:00 o 14:00 h) y los grupos
Fa o Rf (prueba t de Student, p<0.05).

14.2 EIl horario diario de restriccion de alimento (HRA) incrementd la presencia
nuclear de la pSer675 p-catenina

El patron diario de expresion de la proteina pSer675 B-catenina fue evaluado en diferentes
compartimentos subcelulares del higado tanto en el grupo AL como en el HRA (Figura 11).
En el homogenado total, el grupo AL mostré una disminucion en la expresion de pSer675 -
catenina a lo largo de la fase de luz (de 08:00 a 20:00 h), la cual se increment6 gradualmente
en la fase de oscuridad (de 20:00-08:00 h), alcanzando un pico de expresién a las 05:00 h
(Figura 11A) (ANOVA de 1 via, horas del dia F [7,32]=5.08, p=0.0006). Lo que favorecio
un patron ritmico de 24 h en la expresion de la pSer675 B-catenina cuyo pico o acrofase se
presentd a las 04:55 h (Tabla 4). Por el contrario, la expresion de pSer675 p-catenina en el
grupo HRA se mantuvo constante a lo largo del dia.

En la fraccion citosolica, la expresion de la pSer675 B-catenina del grupo AL fue mayor
durante la fase de oscuridad que durante la fase luminosa (Figura 11B). Mientras que en el

grupo HRA la expresion de la proteina fosforilada fue constante a lo largo del dia. Sin
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embargo, el nivel medio de expresion de la pSer675 B-catenina en las 24 h del dia en el grupo
AL manifesto una elevacion del 21% en comparacion al grupo HRA.

En la fraccion nuclear, tanto el grupo AL como el HRA mostraron una expresion constante
de la pSer675 B-catenina durante el periodo de 24 h. No obstante, el nivel medio de expresion
de la pSer675 B-catenina a lo largo de las 24 h del dia en el grupo HRA se incremento un
21% respecto al grupo AL (Figura 11C).

En los grupos Fa y Rf, la expresion de la pSer675 B-catenina en el homogenado total y la
fraccion nuclear fue similar a la que presento el grupo HRA a las 11:00 y 14:00 h, en esos
mismos compartimentos subcelulares. Inversamente, la expresion de la pSer675 B-catenina
en el grupo Fa de la fraccion citosolica se elevd un 52% respecto al grupo HRA a las 11:00
h y un 50% en relacion al grupo Rf.

Acrofase

(horas:minutos)

MESOR Amplitud % Ritmicidad

pSer675

[-catenina 0.65+0.24 0.30 4:55 87.43

Tabla 4. Analisis cronobiolégico de la expresion de la pSer675 p-catenina en el homogenado
hepético total del grupo AL.

El analisis en CHRONOS-FIT permiti6 evaluar la ritmicidad diaria de la proteina pSer675 -catenina.
La amplitud representa la diferencia entre el pico o el valle de una sefial ritmica y su valor medio
(mesor). La acrofase indica la hora a la cual se presento el pico de expresion de la pSer675 B-catenina.
La existencia de un patrén ritmico se determiné debido al alto porcentaje de ritimicidad que presentd
la proteina de interés (87.43%). Cabe mencionar que antes de realizar el analisis cronobioldgico, se
determind si el perfil diario de la proteina presentaba un pico o un valle, lo cual se infir6 a través de
una ANOVA de 1 via.
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Figura 11. Perfil diario de expresion de la proteina pSer675 B-catenina en el higado de rata, en
un protocolo de restriccion diaria de alimento (HRA).

Analisis por Western Blot de la proteina pSer675 B-catenina en el homogenado total (A), la fraccién
citosdlica (B) y la fraccion nuclear (C) hepaticas. Cada valor se normalizd contra las proteinas de
carga tubulina (para Ay B) y lamina B1 (para C). Se muestra un Western Blot representativo de cada
condicion. Cuadrados grises=grupo AL, circulos negros=grupo HRA, triangulos= grupo Fa, tridngulo
invertido=grupo Rf. Los datos estan representados como la media + SEM (n=4-5 animales diferentes
por cada punto temporal). Las lineas horizontales representan el promedio de los datos en el ciclo de
24 h. La barra vertical de color gris indica el horario de acceso restringido al alimento (12:00-14:00
h). El rectdngulo negro en el eje de las abscisas representa las 12 h de la fase de oscuridad. ¥ Diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos AL y HRA en el promedio de 24 h (t de Student,
p<0.05). “Diferencia estadisticamente significativa entre los puntos temporales del mismo grupo
experimental (ANOVA de 1 via, sequida de una prueba post hoc de Tukey, p<0.05). ®Diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos Fa y Rf (prueba t de Student, p<0.05). * Diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos HRA (a las 11:00 o 14:00 h) y los grupos Fa o Rf
(prueba t de Student, p<0.05).

En la estructura de la proteina 3-catenina existen al menos 20 sitios distintos de fosforilacion
(Valentaet al., 2012), los cuales son diferentes a los que nosotros probamos (Ser33 y Ser675).
Por lo tanto, el paso siguiente en el proyecto fue discriminar el efecto del HRA sobre la forma
total de la B-catenina (B-catenina total). Esto nos daria un panorama general de cémo las
diversas formas fosforiladas y no fosforiladas de la B-catenina, se estarian comportando bajo
el reto alimenticio que se les impone. Ademas, nos brindaria informacion para contextualizar
la relevancia funcional de las fosforilaciones previamente evaluadas (Ser33 y Ser675) que se

sabe tienen un rol especifico en la transduccion de la sefial de la B-catenina.
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14.3 El horario diario de restriccion de alimento (HRA) aumentd la presencia de la B-
catenina total

La figura 12 muestra el patrén diario de expresion de la proteina p-catenina total en los
diferentes compartimentos subcelulares del hepatocito de rata, en condiciones AL y de HRA.
El grupo AL exhibid una expresion constante de la B-catenina total a lo largo del periodo de
24 h en todas las fracciones evaluadas. En tanto que, el grupo HRA presento variaciones en
la expresion de la pB-catenina total a lo largo del dia, las cuales no fueron significativas.
Ademas, en el grupo HRA los perfiles diarios de expresion de la B-catenina total no tuvieron
un patron ritimico. Sin embargo, el protocolo de restriccion de alimento promovié el
incremento en el nivel medio de expresién de la B-catenina total a lo largo de las 24 h del dia
como sigue: Un 113% de aumento en el homogenado total (Figura 12A), un 39% de
elevacion en la fraccion citosélica (Figura 12B) y un alza del 75% en la fraccion nuclear
(Figura 12C). Dichos incrementos en la expresion de la B-catenina total fueron mayores
durante la fase de luz, cuando los animales del grupo HRA tienen acceso al alimento. Aunado
a lo anterior, en el grupo HRA del homogenado total, la expresion de la B-catenina total
mostrd diferencias temporales respecto al grupo AL a las 14:00, 20:00, 02:00 y 05:00 h
(ANOVA de 2 vias, horas del dia, F [1,88]=69.56, p<0.0001) (Figura 12A).

En el caso de los controles de la condicion alimenticia, en el grupo Fa la expresion de la -
catenina total en las 3 fracciones probadas fue parecida al grupo HRA (11:00 h).
Opuestamente, en el grupo Rf la expresion de la B-catenina total fue semejante al grupo HRA
(14:00 h) sélo en la fraccion nuclear. En esta Gltima fraccion, la expresion de la p-catenina
total en el grupo Fa respecto al grupo Rf fue estadisticamente significativa (prueba t de
Student, p<0.05). Por otra parte, en el homogenado total y en la fraccion citosélica hepaética,
la expresion de la B-catenina total en el grupo Rf disminuy6 en comparacion al grupo HRA
a las 14:00 h (prueba t de Student, p<0.05) (Figuras 12A-B).

70



—_—

A)

8§ 11

— —

AL

S = W .

14 17 20 23 2

5

o e e e S g w0

[3-catenina total/tubulina

B-catenina total
tubulina

B3-catenina total

[p———— ] tubulina
Fa Rf .
~ . [-catenina total
0.0 w= w=  tubulina
8 M1 14 17 20 23 2 5 8
Tiempo(h)
(B)
< 0.18 -
g
S 0154
O
=]
= 012~ 8 Il 14 17 20 23 2 5
= - f3-catenina total
§ 0.09 y Ak A R e ST p @ tubulina
g 0.06 e i B-catenina total
- — W
5 003 B SRR tubulina
et . -
g # Fa Rf
L 0.00 __ [3-catenina total
S8 foe o1 o2om o2 o5 8 SN tbuline
Tiempo (h)
©)
A 1.6
< Q
=
£
1.2 4
= 8 11 14 17 20 23 2 5
— g - <% . [-catenina total
8 ¥ AL;'Fr—r :—-“!-i ]::ni:la]elB]
9 0.84 — 1 '
g HRA_- L L L B-cate'nma total
= ¢ lamina B1
= 0.44
Q .
+= Fa Rf )
8 s o« B-catenina total
8 11 14 17 20 23 2 5 8
Tiempo(h)

71



Figura 12. Perfil diario de expresion de la proteina B-catenina total en el higado de rata, en un
protocolo de restriccion diaria de alimento (HRA).

Analisis por Western Blot de la proteina 3-catenina total en el homogenado (A), la fraccion citosolica
(B) y la fraccion nuclear (C) hepaticas. Cada valor se normalizé contra las proteinas de carga tubulina
(para Ay B) y lamina B1 (para C). Se muestra un Western Blot representativo de cada condicion.
Cuadrados grises=grupo AL, circulos negros=grupo HRA, triangulos= grupo Fa, triangulo
invertido=grupo Rf. Los datos estan representados como la media + SEM (n=5-7 animales diferentes
por cada punto temporal). Las lineas horizontales representan el promedio de los datos en el ciclo de
24 h. La barra vertical de color gris indica el horario de acceso restringido al alimento (12:00-14:00
h). El rectangulo negro en el eje de las abscisas representa las 12 h de la fase de oscuridad. ¥Diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos AL y HRA en el promedio de 24 h (t de Student,
p<0.05). “Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos Fa y Rf (prueba t de Student,
p<0.05). # Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos HRA (a las 11:00 0 14:00 h) y
los grupos Fa o Rf (prueba t de Student, p<0.05).

La proteina -catenina en la célula tiene una funcion dual, ya que actia tanto como un factor
transcripcional y como un elemento estructural. Esta ultima funcién, debido a que forma las
uniones adherentes entre células (AJ). De este modo, el paso subsiguiente en el proyecto fue
complemetar las observaciones sobre la localizacion subcelular de las variantes fosforiladas
de la B-catenina (pSer33 B-catenina y pSer675 B-catenina) y de p-catenina total, asi como su
posible colocalizacion en el hepatocito. Ademas de evaluar cdmo la hora del dia y las
condiciones alimenticias (grupos HRA, Fa y Rf) influencian dicha localizacion. Tal
evaluacion se realizd por una inmunohistoguimica sencilla o doble en condiciones Fa y Rf,
asi como en 3 puntos temporales diferentes a lo largo de las 24 h del dia. Los primeros 2
puntos temporales evaluados son de importancia en el protocolo HRA y se presentan en la
fase de luz, estos son a las 11:00 h (antes de que los animales experimentales coman y donde
se presenta la AAA) y a las 14:00 h (cuando los animales experimentales terminaron de
comer). El tercer punto temporal evaluado fue durante la fase de oscuridad, a las 02:00 h,
donde los animales del grupo AL presentan una mayor actividad motora y de forrajeo.
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14.4 El horario diario de restriccion de alimento (HRA) incremento la localizacién de
la p-catenina total en la membrana plasmética del hepatocito

En todos los horarios de los grupos AL y HRA, la B-catenina total se localiz6 en la membrana
plasmatica del hepatocito (Figura 13A), mientras que solo en algunos horarios su presencia
fue citosolica. La cuantificacion de la sefial fluorescente de la B-catenina total en la membrana
plasmética del hepatocito mostrd una presencia similar de la proteina en todos los puntos
temporales del grupo AL. Por el contrario, en el grupo HRA hubo una mayor presencia de la
[-catenina total a las 11:00 y 14:00 h respecto a los mismos horarios del grupo AL (Figura
13B). En contraste, los grupos Fa y Rf tuvieron la menor presencia de la p-catenina total en
la membrana plasmatica del hepatocito (Figura 13B).

Reportes previos de nuestro grupo de trabajo han mostrado que en los tratamientos
experimentales (el HRA, y el Fa) hay una oscilacién en el tamafio de los hepatocitos de
acuerdo a la hora del dia y a la condicion alimentica (Diaz-Mufioz et al., 2010). Asimismo,
se ha observado que la regulacion a la alta de la B-catenina produce hepatomegalia (Reed
etal., 2008) y que en el grupo HRA a las 14:00 h existe un incremento en las proteinas
claudina 1 y la cadherina 22 (datos no publicados), las cuales se encuentran en las uniones
celulares. Lo anterior nos hizo preguntarnos si existia alguna correlacion entre la presencia
de la B-catenina total en la membrana plasmatica y el tamafio de los hepatocitos. Esto fue
determinado al medir el diametro de los hepatocitos en los diferentes tratamientos y horarios
establecidos.

Cabe sefialar que en dicha determinacion, solo los hepatocitos con un nucleo celular evidente,
el cual fue marcado con 4’-6 diamino-2-fenilindol (DAPI) fueron considerados para el
analisis morfométrico. Los resultados revelaron un didmetro constante (aproximadamente
20.5 um) en los hepatocitos del grupo AL en los 3 horarios probados (Figura 13C). En
contraste, hubo una fluctuacion en el diametro de los hepatocitos del grupo HRA que inicio
con una disminucion del 12% a las 11:00 h. Posteriormente, hubo un aumento del diametro
del hepatocito hasta su tamafio original (similar al grupo AL) a las 14:00 h y finalmente una
reduccién del diametro del hepatocito en un 5% a las 02:00 h.

En los grupos Fa y Rf el diametro del hepatocito disminuy6 un 23% a las 11:00 h y un 12%

a las 14:00 h, respectivamente, en comparacion al grupo HRA en los mismos horarios. Por
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lo que al comparar los grupos Fa y Rf entre ellos, sus diametros difirieron significativamente
(Figura 13 C).
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Figura 13. Localizacién de la proteina B-catenina total en la membrana plasmatica del
hepatocito de rata, en un protocolo de restriccion diaria de alimento (HRA).

(A) Sefial inmunofluorescente de la B-catenina total en condiciones Fa y Rf, asi como en 3 puntos
temporales diferentes: antes de que los animales experimentales coman y cuando se presenta la
actividad anticipatoria al alimento (AAA) (11:00 h), después de la AAA y de que lo animales
experimentales han comido (14:00 h) y a la mitad del periodo de oscuridad (02:00 h), donde los
animales AL presentan su mayor actividad. Se muestran una fotografia panoramica (barra de
calibracién amarilla = 50 um) y un acercamiento (barra de calibracion azul = 25 yum) de esta, indicado
por el recuadro anaranjado. Un control negativo (anticuerpo primario omitido) se muestra en la
esquina inferior izquierda de las fotografias panoramicas. Los histogramas indican la cuantificacion
de (B) la presencia de la f-catenina total en la membrana del hepatocito (n=3 animales/punto
temporal) y (C) el didmetro del hepatocito en los horarios mencionados anteriormente, en los grupos
AL (barras blancas), HRA (barras negras), Fa y Rf (barras grises) (n=200 hepatocitos/punto
temporal). Los datos estan representados como la media + SEM. La linea horizontal en color gris
sobre las barras del histograma representa el promedio de los 3 horarios de los grupos AL y HRA. ¥
Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos AL y HRA en el promedio de 24 h (t de
Student, p<0.05). " Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos AL y Rf en el mismo

punto temporal (prueba t de Student, p<0.05). u.a.f= unidades arbitrarias de fluorescencia.

75



14.5 Latransicion luz-oscuridad enriquecio la presencia de la pSer33 p-catenina en la
membrana plasmaética del hepatocito.

Durante de la fase de luz (11:00 y 14:00 h), los grupos AL y el HRA presentaron una
localizacion citosdlica de la pSer33 B-catenina, la cual colocalizé con la proteina B-catenina
total (Figura 14A-B y 14A-B). A pesar de ello, la distribucion subcelular de ambas formas
de la B-catenina cambid en la fase de oscuridad (02:00 h) del citosol a la membrana
plasmaética del hepatocito (Figura 14A-B y 14A-B).

A colocalizacion &
(A) pSer33 B-catenina 3-catenina total colocalizacion acercamiento

Figura 14. Localizacion celular de la pSer33 p-catenina en el higado de rata en condiciones AL
y su colocalizacion con la $-catenina total.

(A) Sefal inmunofluorescente de la pSer33 B-catenina (verde), la 3-catenina total (rojo) y DAPI (azul)
en 3 horarios diferentes en condiciones AL. Se muestra una fotografia panoramica (barra de
calibracién amarilla = 50 um) y un acercamiento de la misma (barra de calibracion azul = 25 pm)
indicado por el recuadro anaranjado (n=3 animales diferentes/punto temporal). Se coloc6 un control
negativo (anticuerpo primario omitido) en la esquina inferior izquierda de las fotografias

panoramicas. (B) Fotografias representativas de cada punto temporal, donde se muestra a mayor
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detalle (microscopia confocal) la localizacion subcelular de la pSer33 B-catenina (verde) (barra de

calibracion roja = 20 pum).

14.5.1 El ciclo de ayuno agudo (Fa)-realimentacion (Rf) propicio la localizacion de la
pSer33 B-catenina en la membrana plasmatica del hepatocito

Similar a los grupos AL y HRA, la presencia de la pSer33 B-catenina en los animales con un
Fa y una Rf colocalizo6 con la proteina B-catenina total en el citosol de los hepatocitos. Sin
embargo, también favorecio la localizacion de la pSer33 B-catenina en la membrana
plasmatica del hepatocito (Figura 15A-B).

colocalizacion &
(A) pSer33 B-catenin  B-catenina total DAPI colocalizacion acercamiento

-

14:00 02:00
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Figura 15. Localizacion celular de la pSer33 p-catenina en el higado de rata bajo las condiciones
HRA y Fa-Rf, asi como su colocalizacion con la B-catenina total.

(A) Sefial inmunofluorescente de la pSer33 B-catenina (verde), la p-catenina total (rojo) y DAPI (azul)
en condiciones HRA y Fa-Rf. Se muestra una fotografia panordmica (barra de calibracién amarilla =
50 um) y un acercamiento de la misma (barra de calibracion azul = 25 um) indicado por el recuadro
anaranjado (n=3 animales diferentes/punto temporal). Un control negativo (anticuerpo primario
omitido) se presenta en la esquina inferior izquierda de las fotografias panoramicas. (B) Fotografias
representativas de cada condicidn alimenticia y sus puntos temporales, donde se muestra a mayor
detalle (microscopia confocal) la localizacion subcelular de la pSer33 B-catenina (verde) (barra de
calibracion roja = 20 pum).

14.6 El horario diario de restriccion de alimento (HRA) disminuyd la localizacion de
la pSer675 p-catenina en la membrana plasmatica del hepatocito.

En todos los horarios (11:00, 14:00 y 02:00 h) de los grupos AL y HRA la localizacion
subcelular de la pSer675 B-catenina fue principalmente membranal y colocalizé con la B-
catenina total (Figuras 16A-B y 16A-B). No obstante, en el grupo HRA a las 14:00 h la
pSer675 B-catenina también se ubico en el citoplasma de los hepatocitos que circundan a la
vasculatura hepética (muy probablemente la vena central). La cuantificacion de la sefial
fluorescente de la pSer675 B-catenina en la membrana celular del hepatocito evidencié una
disminucion del 43% en el valor promedio de los 3 horarios del grupo HRA en comparacion
al grupo AL (Figura 17C).

Por su parte, en los controles de condicion alimenticia la localizacion de la pSer675 p-
catenina fue citoplasmatica para el grupo Fa, pero sufri6 una relocalizacion hacia la
membrana plasmatica en el grupo Rf. En ambos casos, la ubicacion de la pSer675 B-catenina
mantuvo su colocalizacion con la B-catenina total (Figura 16A y 17A).
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(A) colocalizacion &
pSer675 B-catenin B-catenina total DAPI colocalizacion acercamiento

N --

11:00 14:00 02:00

Figura 16. Localizacion celular de la pSer675 B-catenina en el higado de rata en condiciones

11:00

02:00

AL y su colocalizaciéon con la B-catenina total.

(A) Sefial inmunofluorescente de la pSer675 B-catenina (verde), la B-catenina total (rojo) y DAPI
(azul) en condiciones AL. Se muestra una fotografia panoramica (barra de calibracion amarilla = 50
UmM) y un acercamiento de la misma (barra de calibracion azul = 25 pm) indicado por el recuadro
anaranjado (n=3 animales diferentes/punto temporal). Un control negativo (anticuerpo primario
omitido) se presenta en la esquina inferior izquierda de las fotografias panoramicas. (B) Fotografias
representativas de cada punto temporal, donde se muestra a mayor detalle (microscopia confocal) la

colocalizacién subcelular de la pSer675 B-catenina (verde) (barra de calibracion roja = 20 um).
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Figura 17. Localizacién celular de la pSer675 p-catenina en el higado de rata bajo las
condiciones HRA y Fa-Rf, asi como su colocalizacién con la p-catenina total.

(A) Sefial inmunofluorescente de la pSer675 B-catenina (verde), la B-catenina total (rojo) y DAPI
(azul) en condiciones de HRA y Fa-Rf. Se muestra una fotografia panoramica (barra de calibracion
amarilla = 50 um) y un acercamiento de la misma (barra de calibracion azul = 25 um) indicado por
el recuadro anaranjado (n=3 animales diferentes/punto temporal). Un control negativo (anticuerpo
primario omitido) se presenta en la esquina inferior izquierda de las fotografias panordmicas. (B)
Fotografias representativas de cada punto temporal, donde se muestra a mayor detalle (microscopia
confocal) la localizacion subcelular de la pSer675 B-catenina (verde) (barra de calibracion roja = 20
pum). (C) Presencia membranal de la pSer675 B-catenina en el hepatocito de rata, en los horarios
mencionados anteriormente para los grupos AL (barras blancas), HRA (barras negras), Fa y Rf (barras
grises) (n=3 animales/punto temporal). Los datos estan representados como la media = SEM. La linea
horizontal en color gris sobre las barras del histograma representa el promedio de los 3 horarios
evaluados en los grupos AL y HRA. ¥Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos AL
y HRA en el promedio de 24 h (t de Student, p<0.05). "Diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos AL y HRA en el mismo punto temporal (prueba t de Student, p<0.05). u.a.f= unidades

arbitrarias de fluorescencia, nd= no detectada.
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Hasta el momento, los resultados de inmunohistoquimica han demostrado que 2 variantes
fosforiladas de la B-catenina (pSer33 B-catenina y pSer675 B-catenina), asi como la B-
catenina total tienen una localizacion subcelular distintiva en el hepatocito. La cual, depende
tanto de la hora del dia como de la condicion alimenticia. Ademas, se vio que la localizacion
de las formas de B-catenina en un mismo horario puede variar entre los hepatocitos, como en
el caso de las Figuras 15y 17. Esto nos llevd a preguntarnos si las 3 formas de B-catenina
estudiadas estaban zonadas en el acino hepético. Ya que, reportes previos han mostrado que
algunas variantes de la B-catenina difieren entre los hepatocitos centrales y los portales
(Benhamouche et al., 2006; Monga, 2014).

Para responder la pregunta anterior, una doble inmunohistoquimica fue llevada a cabo para
cada variante fosforilada de la B-catenina y la enzima GS, la cual es el marcador de referencia

para la zona central del acino hepatico.

14.7 Zonacion metabdlica de las variantes de la p-catenina

En todos los horarios evaluados (11:00, 14:00 y 02:00) tanto del grupo AL como del HRA,
asi como en los grupos Fa y Rf la distribucion de las distintas formas de la B-catenina en el
acino hepatico de rata fue la siguiente: Una localizacion citoplasmatica de la p-catenina total
y la pSer675 B-catenina en los hepatocitos pericentrales (HPC), pero una ubicacion
membranal de las mismas formas de B-catenina en los hepatocitos de la zona intermedia (ZI)
y la zona portal (Figura 18). Por el contrario, la pSer33 -catenina se delimité a la membrana
plasmaética y el citosol de los HPC. Ya que su presencia no fue observada ni en los hepatocitos
de la ZI, ni en los hepatocitos periportales (HPP) (Figura 19).
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Figura 18. Distribucién zonal de la B-catenina total en el acino hepatico de rata.

Sefial inmunofluorescente para la GS (verde), la B-catenina total (rojo) y DAPI (azul). Se presenta

una fotografia panoradmica (barra de calibracion morada = 50 um) y un acercamiento de la misma
(barra de calibracion azul = 25 umy barra de calibracion amarilla = 20 um) indicado por el recuadro
anaranjado (n=3 animales diferentes). Un control negativo (anticuerpo primario omitido) se presenta
en la esquina inferior izquierda de las fotografias panoramicas. ZPC = zona pericentral; ZI = zona

intermedia; ZPP = zona periportal; CV = vena central hepatica.
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Figura 19. Distribucion zonal de la pSer33 p-catenina en el acino hepético de rata. Sefial
inmunofluorescente para la GS (verde), la pSer33 B-catenina (rojo) y DAPI (azul). Se presenta una
fotografia panoramica (barra de calibracion morada = 50 um) y un acercamiento de la misma (barra
de calibracién azul = 25 um y barra de calibracién amarilla = 20 um) indicado por el recuadro
anaranjado (n=3 animales diferentes). Un control negativo (anticuerpo primario omitido) se presenta
en la esquina inferior izquierda de las fotografias panoramicas. ZPC = zona pericentral; CV = vena

central hepatica.
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Figura 20. Distribucién zonal de la pSer675 B-catenina en el acino hepatico de rata.

Sefial inmunofluorescente para la GS (verde), la pSer675 B-catenina (rojo) y DAPI (azul). Se presenta
una fotografia panordmica (barra de calibracion morada = 50 um) y un acercamiento de la misma
(barra de calibracion azul = 25 umy barra de calibracion amarilla = 20 um) indicado por el recuadro
anaranjado (n=3 animales diferentes). Un control negativo (anticuerpo primario omitido) se presenta
en la esquina inferior izquierda de las fotografias panoramicas. ZPC = zona pericentral; CV = vena

central hepatica.
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Los resultados obtenidos por inmunoshistoquimica y Western blot de las 2 variantes fosforiladas de
B-catenina (pSer33 p-catenina y pSer675 B-catenina) y de la B-catenina total se integraron en un
modelo (Figura 21) que trata de representar los cambios que sufre el higado de rata como una
respuesta adaptativa a los protocolos HRA y Fa-Rf.

El modelo presentado ilustra el gradiente de expresion de la pSer33 B-catenina, pSer 675 B-catenina
y B-catenina total a lo largo del acino hepatico de rata. Asi como la morfometria de los hepatocitos y
la localizacion subcelular de las 2 variantes fosforiladas de la B-catenina y de la B-catenina total en
éstos cuando se encuentran bajo cada protocolo de alimentacion.

En resumen, el modelo expone una segregacion en las variantes fosforiladas de la f-cateninay en la
B-catenina total a lo largo del acino hepéatico. Del mismo modo, permite apreciar la dindmica
subcelular de estas formas de la -catenina y los cambios anatémicos que esta célula manifiesta como

una adaptacion a diferentes protocolos de alimentacion.
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Figura 21. Modelo de los cambios principales de 3 formas distintas de la g-catenina en el higado
de rata, bajo diferentes protocolos de alimentacion.

(A) Distribucion zonal de 2 diferentes formas fosforiladas de la p-catenina: pSer33 p-catenina (azul)
y pSer675 B-catenina (verde), asi como de la B-catenina total (rojo) en el acino hepético de rata. La
localizacion de cada p-catenina esté representada en forma de gradiente (triangulos) y la ZPC de acino
estd delimitada por un circulo anaranjado. (B) Localizacién subcelular de las distintas formas
fosforiladas de B-catenina mencionadas en (A), asi como de la B-catenina total en el hepatocito de
rata en 3 puntos temporales (11:00, 14:00 y 02:00 h), asi como en condiciones de Fa y Rf. Los
filamentos de colores dentro de cada hepatocito representan la localizacién citosélica de las variantes
de B-catenina. El circulo verde dentro de cada hepatocito ilustra el ntcleo celular. CV =vena central
hepatica, T = triada portal, ZPC = zona pericentral, ZI = zona intermedia, ZPP = zona periportal, C =

localizacion citosolica, M = localizacion membranal.
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15. DISCUSION

15.1 Biologia celular y sefializacion de la B-catenina

La via de sefializacion Wnt/B-catenina se encuentra conservada a lo largo de la evolucion
(Cadigan & Nusse, 1997) y desempefia un papel esencial tanto en la adhesion celular (B-
catenina asociada a la membrana celular), como en la actividad transcripcional (B-catenina
nuclear) (Bienz, 2005) de ciertos genes blanco. Estas funciones se coordinan a través de
diversas modificaciones postraduccionales, principalmente la fosforilacion (Daugherty &
Gottardi, 2007).

En el higado murino adulto, la B-catenina cumple roles metabdlicos importantes. Nuestros
resultados mostraron una disminucidn en el perfil diario de expresién de la pSer33 p-catenina
en el homogenado total y en el citosol del grupo HRA. La pSer33 B-catenina estd marcada
para su degradacion proteosomal. Por lo tanto, la disminucidn en esta proteina a lo largo de
las 24 h del dia, podria estar indicando una menor tasa de degradacion de la p-catenina y por
ende, una mayor oportunidad para que esta trasloque al nucleo y active transcripcionalmente
a sus genes blanco.

La fosforilacion de B-catenina en el residuo de serina 33, es llevada a cabo por la GSK3p,
una de las cinasas participantes en el mecanismo molecular del reloj circadiano. Sin embargo,
el perfil de expresion diario de la pSer33 B-catenina no mostro una expresion ritmica (Figuras
10A-B). Presumiblemente, la ausencia de ritmicidad se deba a que fosforilaciones multiples
y consecutivas (priming) por distintas cinasas son necesarias para fosforilar a la B-catenina
en el residuo de serina 33 (Figura 4). Ya que, en primera instancia las cinasas CK1a y GSK3p
hiperfosforilan a las proteinas andamio APC y Axina (integrantes del complejo de
destruccion de la B-catenina). La hiperfosforilacion de APC-Axina incrementa su afinidad
por la B-catenina y se forma el complejo APC-Axina- B-catenina. En este complejo, la CK1
fosforila a la B-catenina en el residuo de serina 45, aunque la 1kB cinasa a (Provost et al.,
2003) y la ciclina D1/Cdk6 (Park et al., 2007) tambiéen lo hacen. Esta primera fosforilacion
propicia fosforilaciones subsecuentes por la GSK3p en los residuos serina 41, serina 37 y
serina 33 (Liu et al. 2002). No obstante, los 3 residuos de serina anteriores también pueden
ser fosforilados por la PKC (Gwak et al., 2006). Adicionalmente, ciertas fosfatasas como la
proteina fosfatasa 1 (PP1) actdan sobre la Axina (Luo et al., 2007), impidiendo la accién de
la GSK3p.
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Lo anterior estaria indicando una interaccion multiple de cinasas, mostrando la complejidad
del proceso de fosforilacion de la B-catenina en el residuo de serina 33. Ademas, en las células
epiteliales, la p-catenina es sintetizada de manera constitutiva para formar las uniones
adherentes (AJ) entre células al unirse con proteina E-cadherina (Yap, Brieher, & Gumbiner,
1997). La disociacion de las AJ, asi como la sintesis constante de -catenina, implican una
regulacion continua del complejo de destruccion sobre la B-catenina, lo cual tiene como paso
final la fosforilacion en el residuo de serina 33. Lo anterior promueve que el proceso de
degradacion de la B-catenina sea constitutivo (Verheyen & Gottardi, 2010), lo cual explicaria
nuestros resultados.

En cuanto a las diferencias de expresion en el perfil diario de la pSer33 p-catenina en el
nacleo celular (Figura 10C), se explicarian bajo el hecho de que la pSer33 B-catenina no es
transcripcionalmente activa. Consecuentemente, aunque llegue a traslocar al ndcleo del
hepatocito es exportada de este continuamente. Dicha exportacién es maxima a la mitad del
periodo de oscuridad (02:00 h) (Figura 10C), lo cual coincide con la presencia de la pSer33

[3-catenina en la membrana del hepatocito en el mismo horario (Figuras 14 y 15).

En el caso de la pSer675 B-catenina, la expresion diaria de proteina en el grupo AL mostrd
cambios sustanciales en la fase nocturna (Figuras 11A-B). Lo cual se relacionaria con que
los animales experimentales (ratas) son de habitos nocturnos y estarian activos y
consumiendo alimento. Por ende, parametros metabdlicos como la glicemia y la insulina se
elevan (Pérez-Mendoza et al., 2014) y se conoce que la B-catenina en el higado es un
regulador de la glucosa hepética debido a su interaccion con el factor FoxO1.

En el grupo HRA, la expresion diaria de la pSer675 B-catenina fue constante en todas las
fracciones celulares probadas, pero incrementd en el nucleo celular, respecto a los animales
AL (Figura 11C). Tal incremento podria estar relacionado con la activacion de la via
gluconeogéncia debida al ayuno repetido que tienen los animales. Se conoce que la B-
catenina regula transcripcionalmente a 2 enzimas limitantes de la gluconeogénesis (GNG)
hepaética, a la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) y a la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK),
las cuales son las enzimas limitantes de esta via metabolica. Conjuntamente, los animales
experimentales son hipoglucémicos y presentan niveles elevados de corticosterona y

glucagon, pero niveles bajos de insulina (Pérez-Mendoza et al., 2014), los cuales son 3
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reguladores de la GNG. Asimismo, la proteina cinasa A (PKA) la cual fosforila a la -
catenina en el residuo de serina 675 (van Veelen et al., 2011) es estimulada por glucagon.
Igualmente, se ha observado que en el higado de animales privados de alimentos, la B-
catenina regula el metabolismo hepatico de glucosa (Liu et al., 2011) a través de la regulacion
transcripcional de la ciclina D1, la cual controla la respuesta gluconeogénica adicionalmente
asu rol en el ciclo celular (Bhalla et al., 2014; Shtutman et al., 1999).

El grupo Fa también incrementa su expresion nuclear de la pSer675 B-catenina de manera
similar al grupo HRA.. Sin embargo, en la fraccion citosélica el grupo Fa muestra una mayor
expresion de la pSer675 B-catenina que el grupo HRA. Lo cual podria deberse a una
activacion sinérgica de la B-catenina por otras cinasas o elementos sefializadores como Akt
(Ying et al., 2015), el péptido 1 parecido a glucagon (GLP-1) (Ying et al., 2015), el péptido
2 parecido a glucagon (Dubé, Rowland, & Brubaker, 2008), p21 (Zhu et al., 2012) o el factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (Desbois-Mouthon et al., 2001), de acuerdo al contexto
celular.

En los animales HRA, el pico de méxima expresion de las enzimas G6Pasa y PEPCK se
presenta alrededor de la hora de alimentacion (11:00-14:00 h). Ademas, en este punto
temporal, la actividad enzimatica de la PEPCK se ve potenciada (Pérez-Mendoza et al.,
2014). Esto coincide con el aumento de la B-catenina total principalmente en la fase diurna
(Figura 12). Por lo tanto, pensamos que los niveles elevados de la B-catenina total y la
pSer675 en el ndcleo celular del hepatocito estarian activando transcripcionalmente a las
enzimas PEPCK y G6Pasa para exacerbar la GNG hepatica y proveer al higado con un aporte
constante de glucosa. Ya que se sabe que la produccion de glucosa hepatica es regulada por
B-catenina (Liu et al., 2011). Ademas, en condiciones de ayuno se favorece la interaccion de
[-catenina con el factor de transcripcion FoxO1, para regular la activacion transcripcional de
los genes que codifican para las enzimas G6Pasa y PEPCK (Liu et al., 2011), las cuales son
las enzimas limitantes de la gluconeogeénesis hepatica.

Por el contrario, el elevado nivel medio de expresion de la B-catenina total en la membrana
plasmatica del grupo HRA (Figura 13A-B) podria relacionarse con la adhesién celular. Es
sabido que la B-catenina puede unirse a las proteinas cadherina de tipo I, lo que desempefia
un rol esencial en la organizacion estructural de los tejidos, al formar las uniones adherentes

(AJ) entre celulas, que establecen y mantienen la polaridad epitelial (Gumbiner, 2000). En el
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hepatocito (una célula polarizada), nuestro grupo de trabajo detectdé por la técnica de
microarreglos que bajo condiciones de HRA la cadherina y la claudina se elevan 13.3y 6.4
veces, respectivamente (datos no publicados) después de que el animal come (14:00 h). Este
hallazgo coincide con la alta expresion de la B-catenina total en la membrana plasmatica del
hepatocito a las 14:00 h (Figura 13B). En este sentido, Diaz-Mufioz et al (2010) mostr6 que
el HRA pude modificar el area transversal de los hepatocitos antes de que el animal coma
(11:00 h) y posterior a que el animal se alimenta (14:00 h). Es decir, el cambio en el tamafo
de los hepatocitos bajo un HRA se da en un periodo de tiempo corto (aproximadamente 3h),
por lo que consideramos que es debido a un reabastecimiento del contenido de glucégeno
hepético una vez que el animal ha comido (14:00 h). Este razonamiento correlaciona con lo
reportado por Pérez-Mendoza et al (2014), donde los niveles de glucdgeno hepético en el
HRA se elevan a partir de las 14:00 h en comparacion al grupo AL, para posteriormente
alcanzar su pico de expresion a las 17:00 h. Lo que promueve un incremento global de
glucogeno hepético en el HRA respecto al grupo AL. Este mismo patron fue observado en
estudios de los afios 60s donde se observd que el peso del higado en las aves tiene una
oscilacion diaria de entre el 20-30%, revisado en (Sinturel et al., 2017), lo cual correspondia
con el contenido de lipidos y glucogeno medido.

Aunado a lo anterior, los cambios morfolégicos del hepatocito también han sido observados
a nivel celular. Entre estos se incluyen el aumento en el nimero vy la estructura de algunos
organelos, como el citoesqueleto de actina, el cual presenta una mayor cantidad de fibras
cuando el hepatocito alcanza su mayor tamafio, revisado en (Sinturel et al., 2017). Por lo que,
parece haber una correlacion entre la presencia de la B-catenina total y las proteinas de
adhesion (cadherina/claudina) respecto a la morfologia del hepatocito. Ya que, en la
membrana celular, la B-catenina es la conexion entre la E-cadherina y los filamentos de actina
del citoesqueleto. En este caso, se ha postulado que el nivel de expresidn de las moléculas de
adhesion como las cadherinas, influencian la fuerza adherente del tejido (Steinberg &
Takeichi, 1994), manteniendo su integridad y determinando configuraciones anatémicas
especificas (Nardi & Kafatos, 1976). Ahora bien, considerando que el peso del higado
disminuye aproximadamente un 15% bajo el protocolo HRA en la fase de luz (Arellanes-

Liceaet al., 2014) es posible considerar que el complejo -catenina-E-cadherina pudiera estar

91



manteniendo la cohesion celular y la forma del tejido hepatico durante las fluctuaciones

diarias en el tamafio de los hepatocitos (Figura 13C).

Ahora bien, hay que considerar que las fluctuaciones en el tamafio de los hepatocitos
reportadas en este trabajo (didametro celular), tienen una repercusion directa cuando se
considera al hepatocito como una célula completa (esfera). Lo cual nos habla de un cambio
significativo en la membrana celular hepética. A través de microscopia electronica, nuestro
grupo de trabajo ha observado que en el HRA la membrana celular del hepatocito es mas
ancha que en el grupo AL (datos no publicados). Lo cual podria indicar que hay alguna
variacion en su composicion. Estudios pioneros, demostraron que la composicion de la
membrana plasmatica del hepatocito puede ser influenciada por la calidad y composicién de
la dieta (Hopkins & West, 1977), asi como por el protocolo de alimentacion, como el “every-
other-day schedule” (EOD), en el cual el alimento se da un dia por la mafana y se retira a la
mafiana siguiente (Pieri et al., 1990; Pieri, 1991).

Tanto el HRA como el EOD son 2 modalidades particulares de restriccion de alimento y de
ayuno, puesto que los animales pasan cierto tiempo sin alimento (en el caso del HRA, 22 h),
antes de volver aacceder a él. En el EOD se observé que hay un cambio en la microviscosidad
y en el radio de insaturacion/saturacion de lipidos en la membrana del hepatocito (Pieri et al.,
1990), lo cual tienen relevancia fisiologica. Por ejemplo, las membranas naturales y
artificiales compuestas por lipidos insaturados presentan una mayor permeabilidad que
aquellas integradas por lipidos saturados (McElhane, de Gier, & van Deene, 1970; Klein,
Moore, & Smith, 1971). Ademas, la composicion lipidica modifica la actividad de las
enzimas asociadas a la membrana celular (De Kruyff et al., 1973). Los cambios mencionados,
tienen una influencia directa en la sefializaciéon celular, sugiriendo que en el HRA la
transduccion de sefiales a nivel membranal podria ser diferente a las condiciones AL. Esto
pudiera estar propiciando los cambios observados en el HRA, cuando se evaltan las

diferentes formas fosforiladas de la -catenina.

En cuanto a la localizacion subcelular de las formas fosforiladad de la -catenina, nuestros
resultados arrojaron que tanto en el grupo HRA como AL, la expresion de la pSer33 p-

catenina es citosolica a las 11:00 y 14:00 h, pero membranal a las 02:00 h (Figura 14 y 15
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A). Lo que nos lleva a plantear que la fosforilacion que marca a la pB-catenina para su
degradacion (residuo de serina 33) se lleva a cabo principamente en la fase luminosa del dia,
difiriendo con los grupos Fa y Rf, donde la localizacion de la proteina es dual (Figura 15B).
Experimentos en distintas lineas celulares ya han mostrado la presencia de la pSer33 f-
catenina en la membrana celular (Faux et al., 2010; Maher et al., 2010). Esto ha llevado a
sugerir que existen diferentes poblaciones subcelulares de B-catenina fosforilada en el
extremo N-terminal, las cuales estan reguladas diferencialmente. Lo anterior, implicaria que
la pSer33 pB-catenina participa paralelamente en diversas funciones celulares, a su
degradacion proteosomal. Entre estas funciones se encuentran la regulacién de los
microtubulos y las interacciones célula-célula o célula-matriz extracelular (Faux et al., 2010).
Ya que, esta forma fosforilada de la -catenina se ha encontrado en las terminaciones de la
protusiones celulares (microtubulos) en asociacion con APC (Faux etal., 2010) y en las
uniones celulares dependientes de Ca?*, pero sin formar parte del complejo de la E-cadherina
(Faux et al., 2010). Lo cual sugeriria que la pSer33 B-catenina ubicada en la membrana
celular de los hepatocitos participa en los cambios morfoldgicos de estos, de manera

complementaria y/o coadyuvante a la B-catenina total.

Respecto a la expresion de la pSer675 B-catenina (la cual potencia la actividad transcripcional
de la B-catenina), ésta se encontr6 adosada a la membrana plasmatica del hepatocito y
correlacionando directamente con la B-catenina total (Figuras 16-17). Este resultado
reproduce lo obtenido en lineas celulares (Maher et al., 2010), donde se determind que ambas
formas de B-catenina se localizan en los contactos célula-célula.

En nuestros resultados, el promedio de expresion de la pSer675 p-catenina en la membrana
celular del hepatocito decrementé en el grupo HRA con respecto al grupo AL (figura 17C).
Lo que nos lleva a pensar que la pSer675 B-catenina acta como un reservorio de p-catenina
potenciada transcripcionalmente, la cual eventualmente trasloca al ndcleo del hepatocito para
incidir en sus genes blanco, como son las enzimas gluconeogenicas. Debido a que la GNG
estd exacerbada en el HRA (Pérez-Mendoza et al., 2014), consideramos que el proceso
anterior esta mas acentuado en el grupo HRA, lo que explicaria la disminucion de la pSer675

[-catenina en la membrana del hepatocito.
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Asumiendo que la dinamica de trasloque nuclear de la pSer675 B-catenina es distinta entre
los grupos HRA y AL, podria especularse que ésta B-catenina contribuye diferencialmente a
los eventos de sefializacion cercanos a la membrana celular, como son el reclutamiento de
factores dependientes de fosforilacion que estén mediando tanto la adhesion celular como la

sefalizacion.

En relacion a la distribucién de las 2 variantes fosforiladas de la B-catenina y la B-catenina
total en el acino hepéatico, Benhamouche et al (2006) evidencid una localizacion
complementaria de la la B-catenina a lo largo de esta unidad funcional del higado. En nuestros
resultados, apreciamos una segregacion en las distintas formas de la B-catenina. Ya que, la
pSer675 B-catenina y la B-catenina total se localizan en la membrana celular de los
hepatocitos periportales (HPP), pero en el citoplasma de los hepatocitos pericentrales (HPC)
(Figuras 18 y 20). En tanto que la pSer33 B-catenina se localiza exclusivamnte en la membran
celular y el citosol de los HPC (Figura 14). Previamente, se habia establecido un papel crucial
de la via de sefalizacion Wnt/p-catenina en el fenémeno de zonacion metabolica
(Benhamouche et al., 2006).

La zonacion metabdlica le confiere al higado una heterogeneidad estructural y celular,
propiciando una mejor adaptacion ante los retos metabolicos. Nosotros consideramos que la
especializacién de la B-catenina en el acino hepatico, su funcion transcripcional en la zona
pericentral  (ZPC) y su funcién estructural en la zona periportal (ZPP) actuan
complementariamente para responder eficazmente a los protocolos de alimentacion
probados. Sin embargo, el fenémeno de la zonacién metabdlica es complicado, lo cual se
demuestra a través de su mecanismo molecular (Planas-Paz etal., 2016). Por lo que,
probablemente en el futuro se evidencien otros elementos que actlen en conjunto con la B-

catenina para mantener la heterogeneidad hepatica.

15.2 La proteina pB-catenina y la expresion del OSA

La parte central de los relojes circadianos incluyendo el del higado, recae en un mecanismo
molecular que incluye asas de retroalimentacion transcripcion/traduccion (Lowrey &
Takahashi, 2011). En este mecanismo, encontramos reguladores positivos como BMAL1 y

reguladores negativos como PER1. Tanto BMALL1 como PER1 muestran una ritmicidad
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circadiana en el higado (Reppert & Weaver, 2002). Sin embargo estas proteinas reloj
modifican sus acrofases bajo el protocolo de HRA (Arellanes-Licea et al., 2014).

En este sentido, experimentos en lineas celulares de fibroblastos (NIH-3T3) han mostrado
que la sobreexpresion de BMAL1 incrementa los niveles del ARN mensajero de -catenina,
indicando una relacion entre ambas proteinas (Lin et al., 2013). Asimismo, la regulacion a la
baja de la proteina PER2 aumenta la expresion de p-catenina en células de cancer de colon 'y
en la linea celular de cancer de mama MTCL (Wood, Xiaoming, & Hrushesky, 2009). Lo
anterior, sugiere que los genes/proteinas reloj de los tejidos periféricos podrian regular la
expresion de la B-catenina o viceversa.

En el higado y otros 6rganos periféricos, el protocolo de HRA promueve adaptaciones
metabolicas y cambios en la ritmicidad circadiana de diversas proteinas y enzimas (Pérez-
Mendoza et al., 2014) que participan en ciertas vias metabolicas. Asi como también de
algunas hormonas (Arellanes-Licea etal., 2014; Diaz-Mufioz etal., 2000), receptores
nucleares (Rivera-Zavala et al., 2011; Luna-Moreno et al., 2012) y la dindmica de calcio
(Béez-Ruiz et al., 2013). Liu et al. (2011) demostré que la B-catenina en el higado actia como
un regulador de la glucosa circulante, de la GNG y como un modulador de la sefializacién de
insulina. Ademas, la B-catenina desempefia un papel fundamental en la homeostasis
mitocondrial y por tanto en el balance energético (Lehwald et al., 2012). Interesantemente,
todas las funciones previamente mencionadas ademas de presentan una ritmicidad circadiana
que se ve modificada por el protocolo HRA, estan relacionadas con la B-catenina. Lo que
refuerza la idea de una interaccion entre la -catenina y la ritmicidad circadiana de varios

pardmetros metabdlicos en el higado.

En los mamiferos, el NSQ hipotalamico es el reloj circadiano principal (Moore & Eichler,
1972b; Reppert & Weaver, 2002), el cual es sincronizado por el ciclo luz-oscuridad.
Posteriormente, el NSQ transmite la informacion del ambiente a los relojes periféricos (como
el higado) a través de vias nerviosas y humorales (Albrecht, 2012). Sin embargo,
adicionalmente a la luz, otros factores del ambiente como la disponibilidad del alimento
puede actuar como sincronizadores de los osciladores periféricos.

Esta bien documentado que bajo un horario diario de restriccion de alimento de 2-3 h por dia

(HRA) durante varios dias consecutivos, se produce un desacople entre los osciladores
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periféricos y el NSQ. Por lo cual, una nueva configuracion del sistema circadiano se hace
evidente. Este nuevo reloj circadiano que pierde la influencia del NSQ se denomina Oscilador
Sincronizado por el Alimento (OSA).

El protocolo HRA implica una restriccion alimenticia y calorica, lo que fomenta un estado
anticipatorio generalizado en la fisiologia del animal, el cual optimiza la busqueda, la
asimilacién y el procesamiento de nutrientes. En dicho protocolo, se encuentran
interaccionando estrechamente el reloj molecular y el metabolismo bajo una regulacion
cronostatica (Aguilar-Roblero & Diaz-Mufioz, 2010).

Debido a que en el protocolo HRA el animal s6lo puede alimentarse por unas horas al dia,
estos ingiere un 36% menos de comida y disminuye su peso corporal alrededor de un 28%
(Challet, 2010). Esto implica que las condiciones nutricionales pasan a ser hipocaloricas
(Masoro et al., 1995) al compararse con los animales AL. Ya que, los animales
experimentales reducen su ingesta de calorias en un 24-60% respecto a los animales AL
(Froy, 2007). No obstante, los animales con ingesta hipocaldrica no presentan malnutricién,
lo cual ya se ha comprobado en nuestro laboratorio a través de la evaluacion de pardmetros
como la albumina, la concentracion de hemoglobina y la hemoglobina corpuscular media
(Molina-Aguilar et al., 2017).

La importancia de la restriccion caldrica combinada o no con el protocolo HRA consiste en
el reajuste del NSQ (Mendoza et al., 2008) lo que promueve la interaccion entre el reloj
maestro y el metabolismo.

Lo anterior sefiala que el estado metabdlico de los animales bajo el protocolo HRA es Unico
y distinto al de los animales bajo un Fa y los animales AL. Lo que hace relevante el papel de
la B-catenina en el higado, debido a que esta incide en los cambios producidos en cada
protocolo de alimentacién. Ademas, 2 cinasas involucradas en el mecanismo del reloj
molecular presentan una comunicacion cruzada con la sefializacion por Wnt. Estas cinasas
son CK1 y GSKa3, las cuales fosforilan a las proteinas reloj contribuyendo a la regulacion
fina del mecanismo del reloj molecular (Gallego & Virshup, 2007), pero que regulan a la
baja la actividad de B-catenina en su via de sefializacion (Stamos & Weis, 2013). Estas
interacciones entre proteinas reloj, la f-catenina y las cinasas mencionadas podrian ser una

sefial robusta que coordina los cambios metabdlicos del higado durante el protocolo de HRA.
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No obstante, experimentos posteriores son necesarios para elucidar si la B-catenina actla
como un elemento en el mecanismo del reloj molecular hepatico que promueve el reajuste

metabdlico bajo diferentes protocolos de alimentacion.

15.3 Implicaciones de la p-catenina en las patologias hepéticas

La B-catenina es un factor de transcripcion de algunos reguladores del ciclo celular como la
ciclinaD1 (Shtutman et al., 1999) y c-myc (He et al., 1998). Ademas, es una proteina esencial
en la fisiologia hepéatica (Thompson & Monga, 2007). La activacion aberrante de la via
Whnt/B-catenina se ha asociado a varias patologias hepéaticas como el defecto en el
metabolismo de los acidos biliares, la hepatoesteatosis, la colestasis (Behari et al., 2010), la
enfermedad hepaética cronica, la fibrosis hepatica y el hepatocarcinoma (HCC) (Boyault et al.,
2007). Se ha reportado que tanto en modelos animales como en humanos, las células de HCC
muestran una activacion constitutiva de la via Wnt/B-catenina (Okabe etal., 2016).
Adicionalmente se ha propuesto que las proteinas PERs y BMALL podrian influenciar la
proliferacion celular a través de la sefializacion por Wnt (Lin et al., 2013), indicando que el
cancer podria considerarse como un desorden circadiano (Rana & Mahmood, 2010).
Recientemente, se ha mostrado que el protocolo de HRA disminuye el tamafio de los tumores
en un modelo de HCC inducido por dimetilnitrosamina (DEN) (Molina-Aguilar et al., 2017).
Tales antecedentes refuerzan la relacion de la B-catenina y los elementos del reloj molecular
no solo en el metabolismo hepatico, sino también en estados patoldgicos del higado.
Ademas, resalta la idea de que la B-catenina podria ser considerada como un factor clave en
futuras estrategias terapeuticas contra diversas patologias hepéticas. Por ejemplo, la
administracion de triyodotironina (T3) induce la activacion de la B-catenina, a través de la
PKA (pSer675 B-catenina) (Fanti et al., 2014), por lo que se le ha considerado como una
alternativa en las terapias de regeneracion hepéatica (Monga, 2014). Igualmente, la
administracion de algunos agonistas de los ligandos Wnt como el 6-bromoindirrubina,-
3’oxima (BIO), activan a la B-catenina al inhibir a la GSK3p (Sato et al., 2004), por lo que
se ha empleado para mantener la pluripotencialidad de las células madre. Finalmente, el 2-
amino-4-[3,4(metilenedioxibencilamino]-6-3(metoxifenil) pirimidina activa a la [3-catenina
por un mecanismo independiente de GSK3p, lo cual lo hace atractivo para estimular la

regeneracion hepética en un modelo de dafio hepatico (Monga, 2014).
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16. CONCLUSIONES

Nuestros resultados demostraron que 2 diferentes formas fosforiladas de la proteina B-
catenina (pSer33 B-catenina y pSer675 B-catenina), asi como la B-catenina total (la cual
incluye a las formas fosforiladas y no fosforiladas de la proteina) son sensibles a la condicion
alimenticia y también son moduladas diferencialmente por el protocolo de HRA.
Interesantemente, las funciones de las 3 formas evaluadas de la B-catenina en el higado estan
zonadas. Es decir, tienen una segregacion funcional de acuerdo a la poblacion de hepatocitos
del acino hepatico en la que se encuentren. Esto denota la importancia de la 3-catenina en el
metabolismo y su relacion con el mecanismo del reloj molecular hepético. Lo que incide en
la plasticidad del higado para adaptarse a distintos retos metabdlicos alimenticios como son

el protocolo HRA y el ayuno agudo-realimentacion agudo.

17. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los antecedentes de este trabajo, la -catenina tiene una relacién directa con los
genes reloj Perl, Per2 y BMALL en lineas celulares de cancer (HCT116 y MTCL) (Wood et
al., 2008; Yang et al., 2009) y en fibroblastos (NIH3T3) (Lin et al., 2013), respectivamente.
Lo cual denota su importancia en el mecanismo molecular de los relojes circadianos.
Ademas, en esta tesis se mostré que in vivo, la B-catenina hepatica responde al OSA, otro
reloj circadiano distinto al NSQ. Por lo que, nuestras perspectivas estdn orientadas a
determinar el papel que desempefia la B-catenina como un elemento “potencial” en el
mecanismo del reloj circadiano del hepatocito. Lo cual, se podria estudiar a través del noqueo

y la sobreexpresion de la p-catenina en lineas celulares y en cultivos primarios de hepatocitos.
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19. ANEXOS

ANEXO A. CELULAS HEPATICAS NO PARENQUIMALES
1. Sinusoides

Los sinusoides hepéticos son canales vasculares de baja presién en los cuales la sangre
venosa se combina con la sangre arterial. Se encuentran revestidos por células endoteliales y
estan flanqueados por los hepatocitos. El espacio angosto ubicado entre las membranas del
endotelio sinusoidal y los cordones de hepatocitos es denominado espacio perisinusoidal o
espacio de Disse, Ilamado asi en honor del anatomista alemén Joseph Hugo Vincent Disse
(1852-1912) (Haubrich, 2004). El espacio de Disse esta estructurado con tejido conectivo
(fibras de colageno) y fibroblastos, a través de €l fluye la sangre plasmatica, la cual es
alcanzada por las microvellosidades de los hepatocitos.

Dentro de los sinusoides se incluye los 4 tipos siguientes de células: 1) células endoteliales,
2) macrdfagos residentes, llamados células de Kupffer, 3) linfocitos granulares asociados al

higado, llamados células de PIT y 4) células estelares, también llamadas células de Ito.

1.1 Células endoteliales de los sinusoides hepéticos o células endoteliales sinusoidales
(SEC)

Las SEC son células aplanadas y elongadas con un nucleo pequefio, las cuales forman un
revestimiento continuo del sinusoide (Bash, 1999). Constituyen el 70% de las células
sinusoidales y el 15-20% del total de las células hepaticas, aunque sélo integran el 2.8% del
volumen total del higado (Bash, 1999). Su arreglo histolégico muestra un intercalamiento
con poros de de 0.1 um de didmetro. Al conjunto de dichos poros se les conoce como placas
de Sieve (conjunto de entre 10-50 poros). Cuando los poros son un poco mas grandes (0.5
pum), se les conoce como fenestraciones. Las SEC constituyen una barrera de filtracion entre
las macromoléculas, las células sanguineas presentes en el lumen del sinusoide y los
hepatocitos. Lo cual previene el contacto directo entre ellos y promueve el intercambio de
sustancias diversas.

Los poros pequefios, las fenestraciones y los espacios intercelulares, son esenciales en la
filtracion de la sangre que los circunda. De manera que, pueden regular el intercambio de
fluidos entre el sinusoide y el hepatocito. Ademas, permiten el paso de macromoléculas a la

superficie del hepatocito y retienen a los componentes celulares y agregados moleculares
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como los quilomicrones dentro del lumen sinusoidal. Las SEC tienen una actividd fagocitica
y pinocitica incrementada debido a la presencia de diversos receptores de membrana.
Adicionalmente, las SEC realizan funciones de sintesis y secrecion de citocinas,

componentes de la matriz y sustancias vasoactivas.

2. Células de Kupffer
Las células de Kupffer son macréfagos residentes del higado, localizados en las paredes de

los sinusoides, principalmente en la zona periportal hepatica. Estas células, presentan formas
variables, su tiempo de vida media es de 12.4 dias y son anti CD68+. Las células de Kupffer
constituyen aproximadamente un 25% de las células sinusoidales, un 8-12% de las células
totales del higado y s6lo un 2.1% del volumen hepatico (Bash, 1999).

Las células de Kupffer tienen un rol esencial en la respuesta inmune innata, ya que remueven
particulas (>1um de didmetro) de los sinusoides hepaticos, debido a que fagocitan patégenos
que llegan al higado a través de la circulacion portal o arterial (Kuntz & Kuntz, 2008). Las
células de Kupffer, también funcionan como la primera linea de defensa contra las particulas
y el material inmunoreactivo que llega al higado por el tracto gastrointestinal a través de la
vena porta.
Adicionalmente, estas células realizan funciones como la pinocitosis, la liberacion de
proteinas, enzimas y sustancias sefializadoras, asi como la eliminacién de toxinas, eritrocitos
senescentes o dafiados, antigenos, complejos antigeno-anticuerpo y purinas (Kuntz & Kuntz,
2008) de la circulacion sistémica.

Por lo tanto, un cambio funcional en las células de Kupffer se asocia con una gran variedad

de estados patoldgicos en el higado.

3. Células estelares hepéticas (HS)

Las HS tambien han sido llamadas como celulas de Ito, células perisinusoidales, lipocitos,
pericitos o células almacenadoras de grasa.

Las HS constituyen cerca del 3-8% del nimero total de células hepaticas, pero sélo un 1.4%
del volumen del higado (Kuntz & Kuntz, 2008). Su proporcion es de 12-20 HS por cada
hepatocito. Estas células miden entre 5-10 um, su fenotipo es angular o en forma de huso con

procesos citoplasmaticos largos y delgados, debido a lo cual toman uno de sus nombres.
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Las HS se caracterizan por contener numerosas gotas de grasa y vitamina A (palmitato de
retinol) en el citosol, lo que les permite ser visualizadas facilmente por la emision de
autofluorescencia.

Las HS se localizan en el espacio de Disse, pero presentan cierta heterogeneidad de acuerdo
a su distribucién en el acino hepatico, ya que existe un nimero mayor de HS en la zona
periportal hepética, respecto a la zona pericentral del acino. Ademas, en la zona periportal
hepética el reservorio de vitamina A y lipidos de las HS es mayor (Kuntz & Kuntz, 2008)
respecto al de las HS localizadas en la zona pericentral del acino hepatico.

En condiciones fisioldgicas las HS son descritas como células en estado quiescente, cuya
funcién es la regulacion de la homeostasis de vitamina A, del tono microvascular y la
regeneracion celular. Sin embargo, en el dafio hepatico las HS se transforman en
miofibroblastos, proceso al que se le conoce como activacion. Las HS activadas son capaces
de sintetizar y secretar diferentes tipos de colageno (I, I1l and V), fibronectina y laminina,
lo que las convierte en las productoras y remodeladoras principales de la matriz extracelular

en procesos patoldgicos como la fibrosis hepética.

4. Linfocitos granulares o células de pit

Las poblacion de células asesinas naturales (NK) residentes del higado, también es llamada
como células de pit (Wisse, van’t Noordende, van der Meulen, & Daems, 1976), NK
hepaticas y linfocitos granulares, este Gltimo nombre debido a los granulos presentes en su
citoplasma.

Las células de pit se encuentran adheridas a las paredes del endotelio por medio de
pseudopodos, su diametro promedio es de 7 um, son CD16+ y su forma es variada. Estas
células presentan una proporcién 1:10, respecto a las células de Kupffer (Kuntz & Kuntz,
2008).

Debido a que son NK su funcién es destruir células extrafias, tumorales o necréticas. Tal
funcién citotdxica es espontanea, aunque puede ser incrementada significativamente por
diversas citocinas (Robertson & Jerome, 1990) como la interleucina 2 (IL-2). Por lo tanto,

las células de pit son consideradas como un tipo de células NK activadas naturalmente.
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La posicion estratégica de las células de pit en los sinusoides hepaticos las postula como la
primera linea de defensa celular contra las células cancerosas metastasicas (Luo et al., 2000).
No obstante, su papel en diversas patologias hepaticas no ha sido explorado completamente.

5. Células biliares o colangiocitos

Los colangiocitos son células epiteliales que delimitan los ductos biliares. Estas células
integran entre el 3-5% del total de las células del higado, teniendo como funcion principal la
formacion, modificacion y transporte de bilis.

Morfologicamente, los colangiocitos son heterogéneos y pueden clasificarse en colangiocitos
pequefios (didmetro <15 um) y en colangiocitos grandes (diametro >15 um) (Alpini et al.,
1996). Los colangiocitos pequefios son cuboidales, estan poco especializados y tienen un
gran radio nucleo/citoplasma. Por el contrario, los colangiocitos grandes tienen forma
columnar (Schaffner & Popper, 1961), una gran cantidad de organelos y su radio
nacleo/citoplasma es pequefio (Benedetti et al., 1996). Ademas, los colangiocitos presentan
cilios, los cuales actian como quimico y mecanosensores en el lumen del ducto biliar
(Masyuk, Masyuk, & LaRusso, 2008). Funcionalmente, los colangiocitos grandes son mas
susceptibles al dafio, que los colangiocitos pequefios (Mancinelli et al., 2010). Sin embargo,
estos Ultimos reponen el epitelio biliar cuando los colangiocitos grandes son dafiados.

En el higado, los colangiocitos son normalmente quiescentes, pero pueden responder al dafio
o al estrés potenciando su proliferacion (Alvaro et al., 2007). Ademas, se convierten en
reactivos y adquieren un fenotipo parecido al neuroenddcrino propiciando la secrecion de un
gran namero de péptidos.

En condiciones patoldgicas, los colangiocitos contribuyen en las enfermedades del tracto
biliar como la ductopenia, la displasia o la transformacion maligna de los ductos biliares
(Lazaridis, Strazzabosco, & LaRusso, 2004).

6. Células progenitoras hepaticas o células ovales

Las células madre hepaticas (HSC) (Sell, 1990) o células progenitoras hepaticas adultas
(HPC) en humanos (De Vos & Desmet, 1992), son el simil de las células ovales en los
roedores (Faber, 1956). Dentro de sus caracteristicas, se encuentra el presentar un nucleo de

forma ovalada, un radio nucleo-citoplasma grande y un tamafio de 10 um, aproximadamente.
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Ademas, expresan marcadores de epitelio biliar como la citoqueratina 19 (CK19), asi como
marcadores de hepatocitos inmaduros y de linajes de hepatocitos como la a-fetoproteina
(AFP) (Wang et al., 2003) y la albumina, respectivamente. Las HSC se localizan en la zona
portal hepatica, especificamente en el canal de Hering (Theise et al., 1999), el cual, al igual
que el espacio de Disse, la vena central y las células endoteliales son consideradas como los
nichos celulares de las HSC (Chen et al., 2017).

La funcion de las HSC es la homeostasis y la regeneracion hepética, posterior a algun tipo de
dafio quimico o patoldgico sufrido por el higado. Adicionalmente, bajo ciertas circunstancias,
como el tratamiento con carcindgenos (Faber, 1956) éstas células pueden ser inducidas a
funcionar como potenciales progenitores hepaticos residentes.

La distribucidon espacial de algunas células hepéticas parenquimales y no parenquimales se

encuentra representada en la Figura 1.
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Figura 1. Localizacion espacial de las células hepaticas parenquimales y no parenquimales. (A)
Los hepatocitos (células parenquimales) se encuentran unidos y comunicados unos a otros a través
de uniones estrechas y uniones comunicantes, respectivamente. La membrana del hepatocito que
colinda con los sinusoides hepaticos es llamada membrana sinusoidal o basolateral. Dentro de las
células no parenquimales se encuentran las células endoteliales de los sinusoides hepaticos (SEC) y
los macrofagos residentes del higado (células de Kupffer) que se ubican en el lumen del sinusoide,
asi como las células estelares hepaticas (HS) que se encuentran en el espacio de Disse. (B) Otras
células no parenquimales presentes en el higado son los colangiocitos, los cuales se encuentran
recubriendo al conducto biliar (BD) y las células ovales, las cuales se localizan entre los hepatocitos
y los colangiocitos en la zona llamada el canal de Hering. Tanto los colangiocitos como las células
ovales se localizan cerca de la triada portal hepatica (ver siguiente seccién). Tomado y modificado
de (Feldman, Friedman, & Brandt, 2010) y (Xu & Liu, 2014). HA= arteria hepatica, PVV= vena portal.
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ANEXO B. COMPONENTES DE LA VIA WNT/B-CATENINA

1. Los ligandos Wnt
Los ligandos Wnt son una familia de glicoproteinas, las cuales se definieron en base a su

secuencia de aminoacidica, mas que por sus propiedades funcionales. Actualmente, se
conocen 19 ligandos Wnt, siendo el miembro fundador de esta familia el ligando Wnt1. Las
glicoproteinas Wnt tienen una longitud promedio de 350 amino&cidos y un peso molecular
de entre 39 a 46 kDa (Coudreuse & Korswagen, 2007). Ademas, entre sus caracteristicas se
encuentran: 1) la presencia de 22 residuos de cisteina en su estructura, lo que les permite un
plegamiento adecuado a través de la formacion de puentes disulfuro (Mason, Kitajewski, &
Varmus, 1992), 2) la presencia de diversos sitios de N-glicosilacion (Coudreuse &
Korswagen, 2007) (Tabla 2), 3) la inclusion de una sefial peptidica para su secrecion, 4) la
susceptibilidad a ser palmitoilados (modificacion postraduccional por adicion de acidos
grasos) y por ende un caracter hidrofobico que los hace insolubles. La hidrofobicidad de las
proteinas Wnt les permite unirse facilmente a la membrana celular externa, a la matriz
extracelular y a otros dominios membranales como los rafts lipidicos, pero limita su difusion
cuando se encuentran como monomeros (Willert et al., 2003). Asimismo, las mutaciones en
el residuo aminoacidico requerido para su palmoitilacion, disminuyen su interaccion con los
receptores Fz (Cong, Schweizer, & Varmus, 2004).

Los ligandos Wnt son considerados como morfégenos (Neumann & Cohen, 1997) que se
secretan de manera autocrina o paracrina para activar vias de sefializacion a una distancia de

20-30 células de la fuente morfogénica (Neumann & Cohen, 1997).

2. Los receptores Frizzled (Fz)
Los receptores Fz son proteinas de 7 pasos transmembranales, cuya estructura es analoga a

los receptores acoplados a proteinas G (GPCR). Una caracteristica de los receptores Fz es la
presencia de un dominio rico en cisteina (CRD) en el lado extracelular de la membrana. El
CRD se integra por un motivo de 120-125 residuos de aminoacidos, de los cuales 10 son
cisteinas conservadas que forman 5 puentes disulfuro entre ellas (Figura 4).

El CRD esta conservado a lo largo de esta familia de receptores Fz (Xu & Nusse, 1998) y se

ha propuesto como la region principal de union al ligando.
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Proteina Longitud Peso molecular Residuos Sitios de

Wnt (sectiencia de (kDa) de cisteina | N-glicosilacion
aminoacidos)

Wntl 370 41 23 4
wnt2 360 40 24 1
Whnt2b 389 44 26 1
wWnt3 355 40 24 2
Wnt3a 352 39 25 2
Wnt4 351 39 25 2
Wnt5a 379 42 24 3
Whnt5hb 359 40 24 3
Wnt6 364 40 25 2
Wnt7a 349 39 25 3
Wnt7b 349 39 25 3
Whnt8a 34 40 23 1
Wnt8b 350 39 24 2
Wnt9a 365 40 24 1
Wnt9b 359 39 25 1
Wntl0a 417 47 24 2

Wnt10b 389 43 24 2
Wntll 354 39 26 5
Wntl6 364 41 26 1

Tabla 1. Caracteristicas estructurales de las proteinas Wnt. En el ratén se encuentran 19
miembros de las proteinas Wnt, agrupados en 12 subfamilias. La longitud de las proteinas Wnt, asi
como su peso molecular varia ligeramente entre ellas. Sin embargo, todos los ligandos Wnt presentan
residuos de cisteina y sitios para modificaciones posttraduccionales como la N-glicosilacion. Tomado

y modificado de (Coudreuse & Korswagen, 2007).
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N-terminal

Figura 1. Estructura del receptor Frizzled (Fz).

Los receptores Fz se conforman por 7 pasos transmembranales (cilindros verdes del 1-7). En el lado
extracelular de la membrana plasmética, se ubica el dominio rico en cisteina (CRD), en el cual 10
residuos de cisteina (C1-C10) invariables, forman 5 puentes disulfuro (lineas rojas dentro del CRD).
W, sitios potenciales de N-glicosilacion. ECL=asa extracelular. ICL=asa intracelular. Tomado y
modificado de (MacDonald & He, 2012).

Los genes frizzled fueron identificados inicialmente en la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), aunque actualmente se ha reportado que se encuentran a lo largo de todo el
reino animal (Schenkelaars et al., 2015), estando ausentes en las levaduras y en las plantas.
En el humano y en el murino, existen 10 genes que codifican para los receptores Fz (Fz1-
Fz10), los cuales se encuentran exclusivamente en la membrana celular, localizandose en la
superficie de células responsivas a Wnt.

Los receptores Fz son activados por multiples ligandos, entre ellos los mas importantes son
los ligandos Whnt, por los cuales tienen una gran afinidad (Kq 1-10 nM) (Chi-hwa Wu &
Nusse, 2002). No obstante, la proteina Norrin (Ye, Wang, & Nathans, 2010), la cual es
codificada por el gene de la enfermedad de Norrie (Berger et al., 1992) y que presenta un
motivo de cisteina, también puede actuar como un ligando que se une al receptor Fz y activa

la sefializacion por Wnt.
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La unién de los ligandos Wnt a los CDRs, sirve para incrementar la concentracion local del
ligando en la vecindad del receptor. Sin embargo, la union del ligando a un segundo sitio del
receptor es requerida para propiciar el cambio estructural del GPCR y activar la transduccion
de la sefial. En este sentido, las proteinas heterotriméricas Go, son los mayores transductores
de Fz a lo largo de las especies (Koval & Katanaev, 2011). Las 10 proteinas Fz de humano,
se acoplan a las proteinas Gi/o (Koval et al., 2011), aunque la union a proteinas Gq también
ha sido predicha para los receptores Fz4, Fz5 y Fz6.

Adicionalmente a la activacion de la via Wnt canonica, los receptores Fz también son
requeridos para las vias Wnt no canoénicas, las cuales son independientes de B-catenina (van
Amerongen, Mikels, & Nusse, 2008).

La regulacion a la baja de los receptores Fz puede llevarse a cabo por endocitosis (Blitzer &
Nusse, 2006) o a través de antagonistas naturales de la sefializacién por Wnt, como son las
proteinas parecidas a Frizzled (sFRPs), las cuales se conforman principalmente por CDRs y

compiten con Fz por los ligandos Wnt (Kawano, 2003).

3. Los correceptores de proteinas parecidas al receptor de las lipoproteinas de baja
densidad 5y 6 (LRP5/6)
A nivel membranal, la sefializacion por Wnt también se ve influenciada por los LRP y por el

receptor huérfano parecido a tirosina cinasa (Ror). Los LRP5/6 son correceptores para la via
Wnt/B-catenina, mientras que Rorl/2 son correceptores para las vias Wnt no canonicas
(Grumolato et al., 2010).

Los correceptores LRP5 y LRP6 son proteinas de un solo paso transmembranal, miembros
unicos de la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDLR).

La parte extracelular de los LRP5/6 tiene mas de 1600 aminoéacidos, los cuales tienen una
similitud del 70% (He et al., 2004), entre ellos. Estos correceptores presentan 3 tipos de
dominios diferentes en su parte extracelular: 1) las repeticiones LDLR tipo A, que permiten
la unidn al ligando; 2) el dominio similar al factor de crecimiento epidermal (EGF) que se
relaciona con la liberacién de los ligandos del endosoma en un proceso pH-dependiente y 3)
el dominio B-heélice tipo YWTD (Figura 5), el cual esta relacionado con la disociacion del
complejo ligando-receptor en un proceso dependiente de pH (Go & Mani, 2012).

Cuando el complejo trimérico formado por el ligando Wnt se une a su receptor Fz y al

correceptor LRP5/6, la cola citoplasmatica del correceptor LRP se fosforila por las cinasas
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caseina quinasa 1 (CK1) y glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK3p) en diversos motivos Pro-
Pro-Pro-Ser-Pro (PPPSP) (Niehrs & Shen, 2010). Dicha fosforilacion promueve que en la
via Wnt candnica se reclute la proteina de andamiaje Dishevelled (Dvl), la cual inicia el
proceso de desestabilizacion del complejo de destruccion de la B-catenina. De tal manera que
la B-catenina se acumula en el citosol y se hace viable para traslocar al nicleo, donde actla
como coactivador transcripcional del factor de células T (TCF) y del factor potenciador
linfoide (LEF) (Niehrs & Shen, 2010).
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Figura 2. Estructura del correceptor de las proteinas parecidas a la lipoproteina de baja
densidad 6 (LRP6).

El lado extracelular del LRP6, miembro de la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), presenta los dominios estructurales siguientes: 1) repeticiones LDLR tipo A, que le permiten
su union al ligando; 2) dominio parecido al factor de crecimiento epidermal (EGF), relacionado con
la liberacion pH-dependiente de los ligandos en el endosoma y 3) cuatro hélices B, relacionadas con
la disociacion del complejo ligando-receptor. También se aprecia un ancla transmembranal que ayuda
a mantener el correceptor en la membrana celular. Finalmente, en el lado intracelular se evidencia el
motivo PPPSP, el cual es fosforilado por diferentes cinasas y que en el caso de la via Wnt canonica

promueve la estabilizacion de la proteina -catenina. Tomado y modificado de (Go & Mani, 2012).
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4. Componentes del complejo de destruccion de la g-catenina

4.1 Adenomatous Polyposis Coli (APC)
La proteina supresora de tumores APC se expresa de manera ubicua en varios tejidos del

organismo, especialmente en el sistema nervioso central y el intestino grueso. Dentro de sus
funciones mas conocidas, se encuentra la regulacion negativa de la via Wnt/B-catenina.

En los organismos, APC presenta 2 isoformas (APC y APC2), cuya estructura tiene una
region central de aproximadamnte 1000 residuos de aminoacidos con motivos peptidicos
cortos que permiten la unién a las proteinas p-catenina y axina. La unién de APC y B-catenina
se da por 7 repeticiones de 20 residuos de aminoécidos, mientras que la uniéon de APC y axina
se da por 2 o 3 repeticiones (dependiendo de la especie y la isoforma) de la secuencia serina-
alanina-metionina-prolina (SAMP) (Behrens et al., 1998).

Complementariamente a su funcioén en la destruccion de B-catenina, APC se involucra en
otros procesos celulares como la formacion del huso mitdtico, la segregacion de los
cromosomas, la adhesion y migracion celular, asi como la organizacion del citoesqueleto,
debida a los dominios de dimerizacion (Day & Alber, 2000) y de repeticion armadillo
(Breitman, Zilberberg, Caspi, & Rosin-Arbesfeld, 2008) en la porcion N-terminal de APC.

4.2 Axina

La Axina es una proteina andamio expresada de manera ubicua en embriones (Zeng et al.
1997) y tejidos adultos. Fue descubierta como el producto del gen Fused en el raton, cuya
alteracion causaba la duplicacion del eje corporal de este mamifero. No obstante, en anfibios
como Xenopus laevis, regula la formacion del eje corporal a través de la sefializacion por
Whnt (Zeng et al., 1997).

En los vertebrados existen 2 genes de Axina: Axina y Axina 2/Conductina. En el raton, ambas
isoformas son mecanisticamente intercambiables y s6lo varian en su patron de transcripcion.
Sin embargo, la Axina es expresada mas ampliamente, mientras que la Axina 2/Conductina
tiene un patron de expresion mas restringido, el cual estad parcialmente controlado por la
sefializacion por Wnt (Leung et al., 2002).

Cuando la Axina se une a otros componentes del complejo de destruccion de p-catenina,
permite un acercamiento entre éstos, lo que incrementa la concentracion efectiva entre las

enzimas (cinasas) participantes y el sustrato que integran el complejo. Por lo tanto, la Axina
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es un elemento clave para la destruccion de la B-catenina en virtud de su habilidad para

promover una fosforilacion eficiente de la B-catenina y APC.

4.3 Caseina cinasa (CK)

Actualmente, dos enzimas serina/treonina cinasas diferentes con actividad catalitica
independiente de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) han sido identificadas y
Ilamadas caseina cinasa 1 (CK1) y caseina cinasa 2 (CK2), debido a su capacidad para
fosforilan a la proteina caseina in vitro. La familia monomérica CK1 esta conservada
evolutivamente y se expresa de manera ubicua en los organismos eucariontes (Cheong &
Virshup, 2011). La CK1 participa en procesos celulares como la sefializacién por Wnt y el
mecanismo molecular de los relojes circadianos, entre otros (Knippschild et al., 2005).
Aunque los miembros de la familia CK1 son expresados ubicuamente, la CK citoplasmatica,
presenta 3 isoformas (a, 6 y ¢), las cuales pueden unirse a la Axina. No obstante, la CK1a
es la isoforma principal que fosforila el residuo de serina 45 de la B-catenina para crear un
sitio de reconocimiento (priming) para GSK3, lo que conlleva a la degradacion de B-catenina.
La CK se regula a través de su autofosforilacion. Ademas, el pyrvinium, una droga
antihelmintica aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), es un
activador alostérico potente y especifico para CK1a (Thorne et al., 2010). La activacion de
CK1 inhibe a la via Wnt candnica, ya que incrementa la fosforilacion y la degradacion de la
[-catenina.

4.4 Glucbgeno sintasa cinasa 3 (GSK3)

La GSK3 fue descrita en los afios 80 como una serina/treonina cinasa independiente de
AMPc, la cual fosforilaba e inhibia a la enzima limitante de la sintesis de glucdgeno, la
glucdgeno sintasa (Embi, Rylatt, & Cohen, 1980). La GSK3 es una enzima conservada en la
evolucion, cuyos genes homologos han sido identificados en diversos organismos eucariotas
como la mosca de la fruta (Ruel et al., 1993). En los mamiferos, la GSK3 se expresa de
manera ubicua y se presenta en las isoformas GSK3a y GSK3p, las cuales tienen una
homologia del 97% entre ellas. Sin embargo, dichas isoformas se diferencian por la presencia
de un extremo N-terminal rico en glicina en la estructura de GSK3a (Woodgett, 1990), en la

longitud de sus estructuras primarias (483 aa para la GSK3a y 433 aa para la GSK3p), asi
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como en sus pesos moleculares, 51 y 47 kDa (Woodgett, 1990), respectivamente. Pese a sus
diferencias, ambas isoformas parecen funcionar de manera redundante en la destruccion de
la B-catenina (Doble et al., 2007), aunque la mayoria de los estudios de la via Wnt/B-catenina
en vertebrados se han centrado en la GSK3p.

La GSK3 se une a una region central en la estructura de la Axina, lo que potencia la
fosforilacion de la B-catenina (Dajani et al., 2003) para su reconocimiento por el proteosoma.
El inhibidor mejor caracterizado de la GSK3 es el cloruro de litio (Klein and Melton 1996),
que acttia como un inhibidor no selectivo de esta cinasa y el cual es cominmente recetado en

el tratamiento del trastorno bipolar.

5. Proteinas fosfatasas 1 (PP1) y 2A (PP2A)

La PP1 es la serina/treonina fosfatasa mas conservada en los eucariotes, con una expresion
ubicua, un peso molecular de aproximadamente 38 kDa y una estructura conformada por 4
subunidades cataliticas que interactian con una gran variedad de sustratos (Ceulemans &
Bollen, 2004). La PP1 defosforila a la Axina en los sitios previamente fosforilados por la
CKL1. Lo anterior, debilita la asociacion de la Axina y la GSK3 (integrantes del complejo de
destruccion de la B-catenina), propiciando la estabilizacion de B-catenina y la regulacion a la
alta de la sefializacién por Wnt (Luo et al., 2007a), lo que convierte a la PP1 en un regulador
positivo de la via Wnt/B-catenina. Por otro lado, la PP2A se integra por 3 subunidades: una
subunidad A de andamiaje, una subunidad C catalitica y varias subunidades B regulatorias,
estas Ultimas se encargan del reclutamiento del sustrato y de la localizacion celular de la
proteina. La subunidad C de la PP2A se une a la Axina (Hsu, Zeng, & Costantini, 1999),
mientras que 2 subunidades B (B56a y B5606) interacttan directamente con APC (Seeling,

1999), regulando negativamente la sefializacién por Wnt (Hsu et al., 1999).
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6. Dishevelled (DVL)

La fosfoproteina DVL fue descubierta inicialmente en la mosca de la fruta, como producto
del gen dsh (Pizzuti et al., 1996). La mutacién de dsh produce que los pelos del ala y del
cuerpo de Drosophila tengan un fenotipo desordenado, de aqui ¢l nombre “despeinado”
(dishevelled).

DVL esta altamente conservada en los metazoarios (Dillman, Minor, & Sternberg, 2013). En
los humanos (Seménov & Snyder, 1997) y en el raton (Y. Yang, Lijam, Sussman, & Tsang,
1996), existen 3 genes homologos de dsh: Dvl1, DvI2 y Dvi3, los cuales tienen un alto grado
de similitud entre ellos. Sin embargo, las proteinas DVL varian en su abundancia, siendo
DVL2 la més abundante y DVL3 la menos abundante (Lee, Gao, & Wang, 2008) lo cual les
permite trabajar de manera cooperativa o independiente (Lee et al., 2008) en la sefializacion
por Whnt.

La estructura de DVL consta de aproximadamente 700 aminoacidos, que conforman los
dominios siguientes: 1) un dominio amino terminal Dishevelled y Axina (DIX), 2) un
dominio central densidad 95 postsinaptica, disco largo y zona occludens-1 (PDZ), el cual
provee un sitio de acoplamiento para las enzimas cinasas, fosfatasas y proteinas adaptadoras,
3) un dominio carboxilo terminal DEP (Dishevelled, Egl-10 y pleckstrina), 4) un dominio
Dishevelled (DSV), cuya importancia funcional es ain desconocida (Dillman et al., 2013) y
2 regiones basicas con residuos conservados de serina y treonina, asi como una region SH3
(homologia src 3) que es rica en prolina (Dillman et al., 2013). Los dominios DIX and PDZ
son importantes en la via de sefializacion Wnt/B-catenina (Wharton, 2003), ya que inducen
la estabilizacion de la B-catenina citosoélica, para que ésta posteriormente trasloque al nicleo
celular.

Aunque DVL no tiene actividad enzimatica conocida, se regula positiva y negativamente por
fosforilacion/defosforilacion (Gao & Chen, 2010). La funcion de DVL en la via Wnt/B-
catenina depende del reclutamiento de DVL, una vez que el ligando Wnt se ha unido al
receptor Fz. La polimerizacion de DVL promueve el reclutamiento del complejo Wnt-
LRP5/6-Fz para formar sefialosomas (Gao & Chen, 2010). Esto resulta en la fosforilacion de
LRP6 por la GSK3 y CK1. Luego DVL y LRP6 fosforilado reclutan a la Axina en la
membrana pasmatica, lo que promueve el desensamble del complejo de destruccion de la B-

catenina y por ende la activacion de la sefializacion Wnt.
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7. Familia de proteinas Groucho (Gro)

Las nucleoproteinas Gro tienen una alta abundancia y expresion en los organismos. No
obstante que han perdido su actividad intrinseca de union al &cido desoxirribonucleico
(ADN), son requeridas para la funcion adecuada de los represores que se unen al ADN, por
lo que actla como correpresores transcripcionales.

El nombre Groucho proviene del fenotipo que produce la mutacion viable de este gen en
Drosophila, la cual causa cimulos de pelos sobre los ojos de las moscas adultas (Lindsley &
Grell, 1968), que se asociaron con las cejas gruesas del humorista estadounidense Groucho
Marx.

En 1992, se identificaron 4 homologos humanos de Gro, a los que se les denomind
potenciador de separacion parecido a transducina 1-4 (TLE 1-4) (Stifani, Blaumueller,
Redhead, Hill, & Artavanis-Tsakonas, 1996), antes de que las funciones moleculares de Gro
fueran elucidadas.

La estructura de las proteinas Gro/TLE presenta 5 dominios evolutivamente conservados
(Figura 3). El primero de ellos es un dominio N-terminal rico en glutamina, Illamado dominio
Q, el cual se integra por 2 motivos parecidos a cremalleras de leucina (LZL), que permiten
la oligomerizacion de la proteina (Song, Hasson, Paroush, & Courey, 2004) y su interaccion
con multiples factores de transcripcion. El segundo dominio esta poco conservado y es rico
en residuos de glicina y prolina, por lo que se le llama dominio GP, éste es importante en
mediar la union de Gro/TLE a las histonas deacetilasas (HDACS) y a la proteina 1 del grupo
de alta movilidad de la cromatina (HMGBL1) (Dintilhac & Bernués, 2002). El tercer dominio
es el CcN, que toma su nombre por presentar putativamente los sitios de fosforilacion para
la caseina cinasa 2 (CK2) y para el homdlogo 2 de la proteina de control de la divisién celular
(cdc2) que se encuentran adyacentes a las sefiales de localizacién nuclear. EI cuarto dominio
es rico en serina 'y prolina, por lo que se llama dominio SP, éste es fosforilado por las cinasas
homeodominio de interaccion cinasa-2 (HIPK2) (Choi etal., 2005) y la proteina cinasa
activada por mitégeno (MAPK) (Hasson et al., 2005), lo cual regula negativamente la
actividad de represién/transcripcion de Groucho. Finalmente, el quinto dominio es el
dominio WDR, considerado como la porcion mas conservada de las proteinas Gro/TLE, en
el cual los factores de transcripcion que se unen al ADN utilizan una secuencia peptidica

corta (WRPW!/Y) para unirse a las proteinas Gro/TLE.
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Figura 3. Estructura de las proteinas Gro/TLE.

La familia de proteinas Gro/TLE se conforma por 5 dominios bien conservados: el dominio N-
terminal Q, implicado en la oligomerizacion de la proteina; el dominio GP, que auxilia en la
interaccion proteina-proteina; los dominios CcN y SP que presentan sitios putativos de fosforilacion
para las cinasas CK2, cdc2, HIPK2 y MAPK, respectivamente y el dominio WDR que permite las
interacciones proteina-proteina a través del motivo WRPW/Y. LZL=motivos parecidos a cremalleras
de leucina, TCF/LEF=factor de células T/factor potenciador linfoide. Tomado y modificado de
(Buscarlet & Stifani, 2007).
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8. Familia factor de células T (TCF) y factor potenciador linfoide (LEF)

En los vertebrados existen 4 miembros de la familia TCF (TCF 1-4) y un miembro de la
familia LEF (LEF-1). Tanto los TCF como el LEF-1 fueron descubiertos en linfocitos T
humanos (Travis, Amsterdam, Belanger, & Grosschedl, 1991; van de Wetering,
Oosterwegel, Dooijes, & Clevers, 1991), lo cual explica su nombre. Ademas, ambos
comparten un dominio de unién al ADN, llamado caja de grupos de alta movilidad (HMG)
(Travis etal., 1991; van de Wetering etal.,, 1991) y un pequefio motivo de péptidos,
nombrado como la cola basica.

La caja HMG tiene una funcion de unién al ADN que asegura que las proteinas TCF/LEF se
unan al ADN en motivos conservados definidos como A/T A/T CAAAG (van de Wetering
& Clevers, 1992) en los promotores y potenciadores de sus genes blanco.

A parte del dominio HMG vy la cola basica, la estructura de TCF presenta 3 dominios mas:
un dominio de unién a B-catenina (ubicado en el extremo N-terminal de TCF), la abrazadera
C (C clamp) y la secuencia de unioén a Groucho (Figura 4). La abrazadera C, es un dominio
pequefio, pero altamente conservado que se localiza C-terminal al dominio HMG y que estéa
enriquecido en residuos aminoacidicos basicos, aromaticos y en cisteina. Su homenclatura
procede de su requerimiento absoluto de 4 residuos de cisteina en la union al ADN (Atcha
et al., 2007) y esta considerado como un segundo dominio de unién al ADN.

En los vertebrados, la abrazadera C, presenta actividades de unién especifica al ADN para
una secuencia secundaria rica en GC (Atcha et al., 2007) llamada sitio asistente (“Helper
site””). Por otra parte, el dominio de unién a Groucho, contiene un dominio Q, rico en
glutamina que se une a la parte central del TCF/LEF y a la parte que contiene el dominio
HMG (Daniels & Weis, 2005).

En ausencia de la sefializacion Wnt/p-catenina, el complejo TCF/LEF recluta correpresores
de la cromatina, los cuales son desplazados y/o inactivados cuando la (3-catenina trasloca al
nucleo y se asocia al extremo amino terminal de TCF para convertirlo en un potente activador
transcripcional. Este proceso logra desplazar al correpresor Groucho de su unién a TCF/LEF,
permitiendo el reclutamiento de una gran variedad de proteinas como la histona acetilasa
proteina de unién a CREB (CBP), Pygopus Y el linfoma de células B (Bclp), que producen
cambios en la estructura de la cromatina de los genes blanco de Wnt. Por lo que, el complejo

TCF/LEF actia como un coactivador transcripcional en presencia de f-catenina.
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Figura 4. Estructura de los TCF.

La estructura de la familia TCF presenta 5 dominios bien conservados, los cuales son: 1) el dominio
de union a B-catenina (color verde), el cual se encuentra en el extremo N-terminal de la proteina, 2)
la secuencia de union a Groucho (GBS) (color pdrpura), 3) el dominio del grupo de alta movilidad
(HMG) (color rojo), 4) una sefial de localizacién nuclear (la cola bésica) (color azul cielo) y 5) el
dominio abrazadera C (clamp C) (color azul marino). Tomado y modificado de (Cadigan &

Waterman, 2012).
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ANEXO C. GENES BLANCO DE LA VIA WNT/B-CATENINA

Gen Organismo o sistema Directo | Regulacion

alta/baja
c-myc cancer de colon humano si alta
n-myc extremidades | ------- alta

mesénquimales

CiclinaD cancer de colon humano si alta
PPAR & cancer de colon humano si alta
c-jun cancer de colon humano si alta
Fra-1 cancer de colon humano si alta
UPAR cancer de colon humano ? alta
MMP-7 cancer de colon humano si alta

MMP-26 Humano | - | -

MMP2, MMP9 célulasT | —meeem | mmmeee-

Nr-CAM cancer de colon humano si alta
gastrina cancer de colon humano ? alta
CD44 cancer de colon humano ? alta

EphB/efrina-B cancer de colon humano ? alta/baja
BMP4 cancer de colon humano ? alta
BMP4 Xenopus ? baja
claudina-1 cancer de colon humano si alta
survivina cancer de colon humano | ------- alta
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VEGF cancer de colon humano Si alta
FGF4 pulpa dental de ratén si alta
FGF9 adenocarcinoma ovarico | ------- alta
endometroide
FGF18 cancer de colon humano si alta
FGF20 Tumores | e | mmeeeee-
Hath 1 cancer de colon humano | -------- baja
Met cancer de colon humano | -------- alta
endotelina-1 cancer de colon humano | -------- alta
proteina de union | cancer de colon humano
ac-mye si alta
adhesién neural | cancer de colon humano
L1
-------- alta
1d2 cancer de colon humano si alta
Jagged cancer de colon humano | -------- alta
Jaggedl foliculo capilar de ratobn | -------- alta
Msl1 cancer de colon humano | -------- alta
Tiam1l cancer de colon humano | -------- | ==-m-emee-
oxido nitrico
sintasa 2 células Hepg2 | ---—----- alta
telomerasa células ES y otras células si alta

madre




LBH cancer de mama | --—------ alta
LGR5/GPR49 Intestino si alta
Sox9 Intestino | --—------ alta
Sox9 Mesénquima | -------- baja
Sox17 tumores | -------- alta
gastrointestinales
Sox2 retina de xenopus | -------- alta
Runx2 Condrocitos | --—------ alta
Gremlin Fibroblastos | -------- alta
SALL4 | e e | e
ligando RANK Osteoblastos | -----—--- baja
osteoprotegerina Osteoblastos | -------- alta
CCN1/Cyr61 Osteoblastos | -------- alta
proteina parecida
a Delta 1 Somitas | eemeeemm | mmeeee-
FoxN1 Timo si ?
nanog célulasES | -memm | e
Oct4 célulasES | - alta
snail célulasES/IEB | -------- alta
fibronectina célulasES/IEB | -------- alta
fibronectina pulmon de ratbon | -------- alta
fibronectina Xenopus si alta
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folistatina células EC, ovario Si alta
Islotel células cardiacas | -------- alta
Siamois Xenopus si alta
proteina
miogénica bHLH Xenopus ’ alta
engrailed Drosophila ? alta
engrailed-2 Xenopus si alta
Xnr3 Xenopus si alta
conexina 43 Xenopus, ratén si alta
conexina 43 cardiomiocitos de rata ? alta
conexina 30 Xenopus ?2 | -
Twin Xenopus si alta
receptor de acido
retinoico gamma Xenopus |
MITF/nacre pez cebra si alta
células de raton | -------- alta
Strab transformadas por Wnt-1
células de raton
Wreh-1 transformadas por Wnt-1 ’ alta
ligando 41BB de células de raton
la familia TNF | transformadas por Wnt-1 ? alta
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cancer mamario inducido

Twist por Wl ? alta
células de raton
estromelisina transformadas por Wnt-1 ’ alta
si, pero
células de raton n(? a
WISP transformadas por Wnt-1 tra-:-/stde alta
Brachyury
(Tbox1) raton (Wnt-3A) si alta
Tbx3 (Thox3) raton, humano si alta
proglucagon Ratén ? alta
osteocalcina Ratén si baja
Cdx1 embrion de raton | ------- | —ememee-
Cdx1 raton (Wnt 3A) si alta
Cdx4 raton (Wnt 3A) | e | -
Cdx4 HSC de pez cebra | -------- alta
ciclooxigenasa 2 raton (Wntl) ? alta
Irx3 y Six3 cerebroderaton = | ------e- | ememeee-
neurogenina 1 cerebro de raton si alta
SP5 cerebro de ratén si alta
Neuro D1 cerebro de raton si alta
Nkx2.2 tubo neural si baja
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Gbx2 cresta neural si alta
Ccna 1g Neurona | ---—--—-- alta
IL-8 células endoteliales | -------- | --m-m---
periostina raton (Wnt-3) ? baja
Cdc25 células de sarcoma si alta
pitx2 Hipofisis si alta
receptor de EGF higado | - alta
Eda (relacionado
a TNF) foliculo capilar de ratobn | -------- alta
queratina foliculo capilar de ratén si alta
movol foliculo capilar de ratén si alta
P16ink4A Melanocitos si alta
CTLA-4 Melanomas si alta
Independ
MBTEB2 Ratén lente de alta
B_
catenina
ret PC12 de rata ? alta
versican celulas musculares si alta
Tnfrsfl9 mesodermo de somitas si alta
Ubx Drosophila si alta o baja
Dpp Drosophila si baja
shavenbaby Drosophia ? baja
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nemo Drosophila | -------- alta

WISP-1, WISP-2,
IGF-2, proliferina
2, proliferina 3,

Emp, IGF-1, preadipocitos 3T3-L1 | -------- alta
VEGF-C, MDR1,
COX-2, IL-6.

Tabla 1. Genes blanco de la via Wnt/B-catenina. Los genes anteriores han sido reconocidos en
vertebrados e invertebrados, abarcando toda una gama de funciones abarcando ciclo celular,
metabolismo, factores de transcripcion y metaloproteasas de matriz, ligandos, enzimas, factores de
crecimiento, entre otros. PPAR= receptor de proliferacion activado por peroxisomas, FRA-1=
antigeno 1 relacionado con Fos, UPAR= receptor de uroquinasa, MMP= metaloproteasa de matriz,
Nr-CAM= moléculas de adhesion celular neuronal, ITF-2= factor de transcripcion de
inmunoglobulina 2, EphB/efrina B= receptor de efrina B, BMP4= proteina morfogénica de hueso 4,
VEGF= factor de crecimiento endotelial vascular, FGF= factor de crecimiento de fibroblastos, 1d2=
inhibidor de la proteina de unién al ADN 2, Msl1=homodlogo letal especifico de machos 1, Tiam 1=
proteina de invasion metastasis de linfomas de células T, LHB= proteina de desarrollo de
extremidades y de corazén, LGR5/GPR49= receptor acoplado a proteinas G con repeticiones ricas en
leucina, Runx2= factor de transcripcion 2 parecido a enano, SALL4= proteina parecida a Spalt 4,
RANK= ligando del receptor activador del factor nuclear kB, CCN1/Cyr61= miembro 1 de la familia
del inductor angiogénico rico en cisteina 61, FoxN1= proteina N1 con caja punta de flecha, Oct4=
factor de transcripcion de union a octdmeros 4, Xnr3= proteina de Xenopus parecida a nodal 3,
MITF/nacre= factor de transcripcion asociado a microftalmia, Stra 6= proteina estimulada por el gen
de &cido retinoico 6, Wrch-1= homélogo de Cdc 42 responsivo a Wntl, WISP= proteina secretada
inducida por Wntl, Cdx= factor de transcripcion caudal 1 tipo caja homo, Irx3= proteina con el
homeodominio clase Iraqués, Neuro D1=proteina de diferenciacion neurogénica 1, Gbx2= proteina
homeobox 2 especifica de gastrulacion y cerebro, Ccna 1g= ciclina A1, IGF= factor de crecimiento
insulinico, Emp= proteina eritroblastica de macréfagos, MDR1= proteina de resistencia multidrogas
1, IL-6= interleucina 6, Cdc25= homdlogo A del ciclo 25 de la division celular, Pitx2= factor de
transcripcion 2 apareado parecido a homeodominio, EGF= receptor del factor de crecimiento
epidermal, Eda= ectodisplasina. Tomado y modificado de “the Wnt homepage

(http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/)”.
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ANEXO D. RITMOS BIOLOGICOS

1. Localizacién y estructura del nucleo supraquiasmatico (NSQ)
El NSQ es un ndcleo hipotaldmico bilateral que se ubica en el hipotdlamo anteroventral, a

ambos lados del tercer ventriculo y por encima del quiasma Optico, esta ultima referencia
anatomica da origen a su nombre (Figura 1A).

En el raton, cada uno de los NSQs unilaterales miden menos de 1 mm y estan integrados de
aproximadamente 10,000 neuronas de somas pequefios (aproximadamente 10 um) y arboles
dendriticos simples. En su estructura, el NSQ se subdivide en 2 regiones: el centro (core) y
la corteza (shell), que corresponden a la regidn ventral y a la region dorsal del NSQ,
respectivamente (Figura 1B). El centro, limita con el quiasma Optico y recibe proyecciones
de la retina. En tanto que, la corteza esta parcialmente rodeada del centro y recibe gran
cantidad de proyecciones de éste (Leak, Card, & Moore, 1999). Tanto el centro como la
corteza se distinguen por su contenido neuroquimico. Ya que, la mayoria de las 1100
neuronas que integran el centro, contienen polipéptido intestinal vasoactivo (VIP), mientras
que una minoria de éstas también pueden contener calretinina, neurotensina (NT) y péptido
liberador de gastrina (GRP). Respecto a la corteza, sus aproximadamente 2100 neuronas
contienen arginina vasopresina (AVP), y sélo un nimero pequefio de las mismas presentan
angiotesina Il y met-encefalina. Ademas, en muchas neuronas del NSQ, los neuropéptidos
anteriores colocalizan con el &cido gamma aminobutirico (GABA) (Moore & Speh, 1993),
dando como resultado una mayoria de sinapsis GABAérgicas (Strecker, Wuarin, & Dudek,
1997). No obstante, hay que tomar en cuenta que tanto la anatomia como la neuroquimica

del NSQ pueden variar entre especies (Morin et al., 2006).

Una caracteristica de los ritmos bioldgicos es que pueden ser sincronizados. Por lo tanto, el
NSQ requiere como sefial sincronizadora principal a la luz (estimulo fético), la cual es
detectada por la retina y transmitida de manera directa al NSQ a través del tracto
retinohipotalamico (TRH). EI TRH es un conjunto de axones de fotoreceptores especiales
Ilamados células ganglionares (Berson, 2003), las cuales contienen el pigmento melanopsina
y proyectan directamente al NSQ, para liberar glutamato y polipéptido activador de la
adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP) en los contactos sinapticos con las neuronas del
NSQ. Posteriormente, en el NSQ el core y el shell envian eferencias a blancos primarios
locales en las areas mediales del tadlamo y del hipotalamo (Leak & Moore, 2001).
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Adicionalmente, existe una via indirecta de informacion fética, la cual va de la retina a la
hojuela intergeniculada lateral (IGL), para posteriormente proyectar al NSQ por el tracto
geniculohipotalamico (TGH) (Berson, 2003).

Figura 1. Localizacion anatdmica y estructura del NSQ.

(A) Ubicacion del NSQ en los mamiferos (rata), justo por encima del quiasma dptico (oc) y lateral al
tercer ventriculo (3v). (B) Estructra del NSQ en 2 regiones bien definidas: la region ventral, llamada
centro o “core” (color verde) y la region dorsal llamada corteza o “shell” (color rojo). Tomado y

modificado de (Engelberth et al., 2013; Mohawk & Takahashi, 2011).

ElI NSQ como reloj bioldgico principal en los mamiferos, se comunica directamente con los
osciladores periféricos por vias neurales simpaticas (Vujovic, Davidson, & Menaker, 2008)
y por sefiales hormonales (Balsalobre et al., 2000). Mientras que, su comunicacién indirecta
la ejerce por la modulacién de la temperatura corporal y el comportamiento de la ingesta de

alimento (Damiola et al., 2000).

2. Diferencias entre el NSQ y los osciladores periféricos
Existen 2 diferencias importantes entre el NSQ vy los osciladores periféricos. La primera es

la redundancia en el asa positiva del mecanismo del reloj molecular. Ya que, en ratones
mutantes para el gen reloj Clock, el parélogo proteina neuronal 2 con dominio PAS (NPAS2)
puede sustituir la funcion de Clock, en 6rganos periféricos del SNC, no asi en el NSQ. La
segunda diferencia es la latencia en la actividad eléctrica y las oscilaciones circadianas del
NSQ, respecto a los osciladores periféricos. Puesto que, los explantes de NSQ oscilan durante
semanas e incluso afos, mientras que las oscilaciones en explantes de tejidos periféricos
decaen rapidamente (Yamazaki et al., 2000) y presentan fases distintas de los genes reloj

(como per2), las cuales varian de tejido a tejido (Yoo et al., 2004). Pese a sus diferencias,
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una de las caracteristicas mas importantes que comparten el NSQ y los osciladores periféricos
es su susceptibilidad a las sefiales sincronizadoras y su respuesta a éstas. Recordemos que
para el NSQ la sefial sincronizadora principal es la luz, mientras que los osciladores
periféricos pueden responder a otras sefiales externas como el alimento (Damiola et al.,
2000).

3. Mutaciones en los genes reloj de mamiferos

Alelo Fenotipo mutante
Bmall™” arritmico
Clock?19/1® periodo 4h mas largo/arritmico
Clock™ periodo 0.5 h mas corto
PerPrdml periodo 1 h méas corto
Per1” periodo 0.5 h mas corto
Per2Prdmt periodo 1.5 h mas corto/arritmico
Per2d arritmico
Per3” periodo 0.5 h mas corto
Cryl™ periodo 1 h mas corto
Cry2™" periodo 1 h mas largo
Rev-erba” periodo 0.5 h més corto/sincronizacion fética alterada
Rorf" periodo 0.5 h més largo
Rory” desconocido

Tabla 1. Mutaciones en los diferentes genes reloj de los mamiferos. Las mutaciones de los genes
reloj del asa positiva (Bmall y Clock), del asa negativa (Perl, 2, 3y Cryl, 2) y de las asas accesorias
(Rev-erba y Rorf) del mecanismo del reloj molecular inciden sobre el periodo de la actividad
locomotriz de los roedores medida en condiciones constantes (libre corrimiento o free running).
Tomado y modificado de (Ko & Takahashi, 2006).
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Gen afectado Alteracidn fisioldgica
Bmall infertilidad, artropatia progresiva, gluconeogénesis y lipogénesis
anormales, patron de suefio alterado
Clock sindrome metabolico, gluconeogénesis anormal, patron de suefio
alterado, sensibilizacion anormal del comportamiento a los
psicoestimulantes
Perl apoptosis anormal, desarrollo de cancer, sensibilizacion anormal del
comportamiento a los psicoestimulantes
Per2 division celular inadecuada, desarrollo de cancer, sensibilizacion
anormal del comportamiento a los psicoestimulantes, ingesta de alcohol
inadecuada, sindrome familiar de fase de suefio avanzada (SFSA)
Per3 asociado con el sindrome de la fase de suefio retrasada (SFSR)
Cryl, Cry2 | patron de suefio alterado
Rora ataxia cerebelar, metabolismo anormal de hueso
Rorp dificultades locomotoras, degeneracion retinal y ceguera, anormalidades
reproductivas en los machos durante los primeros 6 meses de edad
Rory pérdida del desarrollo de los érganos linfoides, homeostasis anormal de
los linfocitos
NPAS2 patron del suefio y memoria alterados

Tabla 2. Mutaciones en los genes reloj de mamiferos y su efecto en algunos procesos fisiolégicos.
Recopilacion de distintas mutaciones en los genes reloj y su influencia directa sobre diversos aspectos

de la fisiologia de los organismos. Tomado y modificado de (Ko & Takahashi, 2006).
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Querétaro, Querétaro, México

B-catenin, the principal effector of the Wnt pathway, is also one of the cadherin cell adhe-
sion molecules; therefore, it fulfills signaling and structural roles in most of the tissues and
organs. It has been reported that p-catenin in the liver regulates metabolic responses
such as gluconeogenesis and histological changes in response to obesity-promoting
diets. The function and cellular location of p-catenin is finely modulated by coordinated
sequences of phosphorylation—-dephosphorylation events. In this article, we evaluated
the levels and cellular localization of liver B-catenin variants, more specifically p-catenin
phosphorylated in serine 33 (this phosphorylation provides recognizing sites for p-TrCP,
which results in ubiquitination and posterior proteasomal degradation of p-catenin)
and B-catenin phosphorylated in serine 675 (phosphorylation that enhances signaling
and transcriptional activity of p-catenin through recruitment of different transcriptional
coactivators). p-catenin phosphorylated in serine 33 in the nucleus shows day—night
fluctuations in their expression level in the Ad Libitum group. In addition, we used a
daytime restricted feeding (DRF) protocol to show that the above effects are sensitive
to food access-dependent circadian synchronization. We found through western blot
and immunohistochemical analyses that DRF protocol promoted (1) higher total p-cat-
enins levels mainly associated with the plasma membrane, (2) reduced the presence of
cytoplasmic B-catenin phosphorylated in serine 33, (3) an increase in nuclear p-catenin
phosphorylated in serine 675, (4) differential co-localization of total p-catenins/p-catenin
phosphorylated in serine 33 and total 3-catenins/p-catenin phosphorylated in serine 675
at different temporal points along day and in fasting and refeeding conditions, and (5)
differential liver zonation of p-catenin variants studied along hepatic acinus. In conclu-
sion, the present data comprehensively characterize the effect food synchronization has
on the presence, subcellular distribution, and liver zonation of g-catenin variants. These
results are relevant to understand the set of metabolic and structural liver adaptations
that are associated with the expression of the food entrained oscillator (FEO).

Keywords: food entrained oscillator, §-catenin variants, liver, microscopy, phosphorylation
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INTRODUCTION

Daytime restricted feeding (DRF) is an accepted protocol to study
the dynamic relationship between the circadian timing system
and metabolic networks (1, 2). It usually involves limited access to
food (a few hours each day) during a period of 2-3 weeks. A daily
increase in locomotor activity before food presentation becomes
an evident adaptive response after a few days of DRF conditions;
this behavioral display observed is known as food-anticipatory
activity (FAA) (3). DRF (2-h food access per day) involves two
underlying aspects of daily physiological adjustments: (1) a
circadian synchronization that shifts the phases of clock genes
and (2) a hypocaloric food intake. Both aspects influence the
adaptive response that allows an optimal metabolic handling of
nutrients when food availability is restricted to a particular time
of day (4, 5). Furthermore, a consequence of DRF is the adoption
of a new coordination between the master circadian pacemaker,
the hypothalamic suprachiasmatic nucleus (SCN), and peripheral
oscillators such as liver, lung, adipose tissue, and heart (6, 7).
Key experiments show that a variety of 24-h rhythmic responses
under the DRF protocol, including the onset and maintenance
of FAA, are elicited even when SCN functions are disrupted
[references within Ref. (8)], which support the existence of an
SCN-independent circadian timing system known as the food
entrained oscillator (FEO) (9). Defining the FEO’s anatomical
substrate has been elusive, in part because the existence of several
FEOs in different organs and tissues (10) and the emergence of an
alternative timing system that complements the SCN’s pacemaker
activity (11, 12).

The liver is one of the organs that show a faster change in 24-h
rhythmicity and metabolic responses under the DRF protocol
(13). In this context, it has been shown that a 2-h food access dur-
ing the daytime modifies (1) the circadian phase of BMAL1 and
PERI clock proteins (14, 15), (2) metabolic liver regulation (16),
(3) hepatic mitochondrial activity (17), (4) ureagenesis (15), and
(5) gluconeogenesis (GNG) (18). In addition to these biochemi-
cal adaptations, DRF promotes histological and ultrastructural
changes in hepatocytes (19).

Conversely, B-catenin is a polyfunctional protein; it acts as a
subunit of the cadherin protein complex, and hence, it regulates
cell-cell adhesion properties (20). Also, it functions as a transcrip-
tional factor acting as an effector of the Wnt signaling pathway
(21), and it is a metabolic regulator that facilitates gluconeogenic
activity in the liver (22). The complex role played by B-catenin is
accomplished by the selective actions of phosphorylated -catenin
forms (23). Indeed, two of the best characterized phosphorylated
f-catenins are as follows: (1) p-catenin phosphorylated at serine
33 (pSer33 f-catenin). This phosphorylation is carried by the
serine/threonine kinase glycogen synthase kinase 3p (GSK3p)
(24) after initial phosphorylation by another serine/threonine
kinase, casein kinase 1 a (CK1a), at residue serine 45. Subsequent
phosphorylation by GSK3p at residues T41, S37, and S33 in the
N-terminal promotes that B-catenin be recognized by the B-TrCP
E3-ligase complex, ubiquitylated, and quickly degraded by the
26 S proteasome (25). Therefore, GSK3p, CKla, and scaffold
proteins such as adenomatous polyposis coli (APC) and axin
are part of the multiprotein complex called the “destruction

complex” of PB-catenin, whose function is to regulate cytosolic
B-catenin levels. (2) B-catenin phosphorylated at serine 675
(pSer675 B-catenin). This phosphorylation is performed either
by protein kinase A (PKA), a cAMP-dependent protein kinase
(26), or by p2l-activated kinase, a serine/threonine protein
kinase (27). Phosphorylation at serine 675 enhances p-catenin
transcriptional activity by facilitating the interaction between the
C-terminal tail of f-catenin with several transcriptional coactiva-
tors, including the CREB-binding protein (28). B-catenin is linked
to physiology in the metabolic zonation and metabolism of the
liver due to its participation in different metabolic pathways. The
importance of this functional duality consists in the preservation
of liver homeostasis. It has been reported that any disruption of
homeostatic balance, like the one produced by a high-fat dietary
manipulation in a biological system where f-catenin is absent (a
hepatocyte-specific f-catenin transgenic or B-catenin knockout
mice), fosters deleterious effects on hepatocyte function and
morphology (29). These effects suggest that Wnt signaling in
hepatocytes is essential for the development of diet-induced fatty
liver and obesity.

Evidences of relationship between p-catenin and clock pro-
teins have come from cancer experimental models both in vitro
and in vivo, where the downregulation of PER1 or PER2 proteins
increased P-catenin (30) and some of its target genes such as cyclin
D and C-myec. It has been proposed that previous effect is because
[-catenin promotes PER1 and PER2 degradation (31). Contrary,
the downregulation of B-catenin by siRNA increases the PER2
protein level in human colon cancer cells (31) and in small intes-
tine mucosa of mice with APC mutations (APCM™*). It was also
observed that PER2 rhythm was lost concomitant to a reduced
protein expression (31). In contrast, BMALLI, a positive regulator
of the circadian clock, was demonstrated to be a transcriptional
factor of the pB-catenin protein and other components of the Wnt
pathway (32). As a consequence, B-catenin levels in a BMALLI
null mice (BMAL1~") were decreased in comparison to wild-
type mice (32). In addition, molecular mechanisms of circadian
rhythmicity reside on posttranslational modifications (PTMs) of
clock proteins (33), mainly phosphorylation. Most known kinases
in the circadian machinery are CKla/e and GSK3p, which are
part of the Wnt/f-catenin pathway as well. In the context of cir-
cadian mechanism, these kinases can determinate clock proteins
subcellular localization, stabilization, heterodimerization, and
degradation, whereas in the p-catenin context, they are involved
mostly in the degradation process. Taken together, all these ante-
cedents strongly suggest that -catenin could be influenced by the
core of the circadian molecular clock. Therefore, the purpose of
this study was to explore whether DRF and the associated FEO
expression could influence the 24-h rhythmicity and subcellular
distribution of B-catenin variants in the rat liver.

The daily profile data in our research showed that DRF
promoted (1) an enhanced presence of total B-catenins mainly
in the areas adjacent to the plasma membrane, (2) a reduction
in pSer33 f-catenin levels, and (3) an increase in the nuclear
presence of pSer675 f-catenin. Our research also demonstrated
a dynamic rearrangement in the subcellular localization of
B-catenins at different times of the day. Overall, our results
indicate that the B-catenin system could be part of the functional
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and structural adaptations that take place in the liver during the
FEO expression.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Housing

Adult male Wistar rats weighing 200 + 20 g at the beginning of
the experiment were kept in groups in transparent acrylic cages
(40 cm X 50 cm X 20 ¢cm) and acclimated to laboratory condi-
tions: 12:12 h light-dark cycle (lights on 08:00 hours), controlled
temperature (22 + 1°C), and free access to food (5001 rodent diet;
LabDiet, St. Louis MO, USA) and water for a few days before start-
ing the experimental procedures. Our study and the experimental
protocols were approved by the Universidad Nacional Auténoma
de México Institutional Animal Care and Use Committee, and
all experiments were conducted in accordance to the recom-
mendations of the Universidad Nacional Auténoma de México
Institutional Animal Care and Use Committee. In addition, we
took into account the International Ethical Standards reported
by Portaluppi et al. (34).

Experimental Groups

For 3 weeks, rats were randomly assigned to one of the follow-
ing feeding conditions, which are similar to those reported by
Davidson and Stephan (35) and Angeles-Castellanos et al. (36):

(1) Ad libitum group (AL), with free access to food and water
throughout the 24-h period.

(2) Daytime restricted feeding (DRF) group, which had access
to food for only 2 h per day, from 12:00 to 14:00 hours. At the
end of feeding conditions 1 and 2, animals were processed
at 3-h intervals over a 24-h period starting at 08:00 hours.To
discard the possibility that observed effects were due to the
daily fasting (22 h)-refeeding (2 h) cycle in the DRF group,
two additional feeding control groups were included as
follows:

(3) Anacute 22-h fasting group (Fa), where rats were given free
access to food for 3 weeks. On the last day of the experiment,
food was removed at 14:00 hours, and animals were food
deprived for the next 21 h. At the end of this acute fasting
(at 11:00 hours), animals were sacrificed.

(4) An acute 2-h refeeding group (Rf), where rats were left
for 22 h in fasting and then refed for 2 h (from 12:00 to
14:00 hours). They were sacrificed at 14:00 hours.

Previous reports of our work group have proved the effec-
tiveness of the DRF protocol by testing different metabolic and
physiological adaptations in the rat liver such as phase shift in the
daily variations of clock proteins PER1 (37, 38) and BMALI (14)
and serum corticosterone levels (37, 38). Besides, the appearance
of FAA is always associated to DRF protocol.

Liver Sampling and Subcellular
Fractionation
Animals were killed by a guillotine-like device. Livers were dis-

sected, and a 5 g sample was processed immediately at 4°C in
homogenization buffer (225 mM sucrose, 0.3 mM EGTA, 10 mM

Tris-HCI, pH 7.4; 1:10 w/v), using a Potter-Elvehjem Teflon-glass
homogenizer (40 rpm for 20 s). Total liver homogenate was
centrifuged at 1,500 g for 15 min (Sorvall SS34 centrifuge), and
the resulting pellet was isolated using the citric acid method, as
reported by Reiners and Busch (39) to collect the nuclear fraction,
while the resultant supernatant was decanted and centrifuged
again at 10,000 g for 20 min to precipitate the mitochondrial
fraction (which was discarded). The resultant supernatant was
ultracentrifuged (Beckman 70Ti rotor) at 100,000 g for 70 min
to obtain the microsomal fraction (which was removed) from
the pellet and the cytosolic fraction from the supernatant (40).
All fractions were collected, aliquoted, and stored at —70°C until
further use.

Western Blot Analyses

The total homogenate and the cytosolic and nuclear fractions
were used to measure the presence of total B-catenins, pSer33
[-catenin, and pSer675 B-catenin. Total protein was quantified
using the Bradford method (41). Equal amounts of protein were
mixed with 2Xx Laemmli sample buffer (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) and incubated at 80°C for 10 min. The
proteins were separated with 10% SDS-PAGE under reducing
conditions. Subsequently, gels were transferred to nitrocellulose
membranes and blocked for 1 h with 5% non-fat milk. After
three washouts with 20 mM Tris-Buffered Saline and Tween 20
(TBST) (pH 7.5), membranes were incubated overnight at 4°C
with the following primary antibodies (all of them diluted in
TBST): rabbit anti B-catenin antibody (ab 32572) 1:5,000 dilu-
tion, rabbit anti f-catenin (phospho S33) antibody (ab 73153)
(Abcam, Cambridge, MA, USA) 1:30,000 dilution, and rabbit anti
[-catenin (Ser675) antibody (D2F1, Cell Signaling Technology
Inc., Danvers, MA, USA) 1:1,000 dilution. The following day,
all membranes were washed three times with TBST and then
incubated for 2 h with the alkaline phosphatase-conjugated
secondary donkey anti-rabbit antibody (sc2083, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), 1:5,000 dilution. Bands were
revealed using the alkaline phosphatase conjugate substrate kit
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). B-tubulin antibody
(ab 56676) at 1:1,000 dilution was used as a loading control for
homogenate and cytosolic fractions, while lamin B1 antibody
(ab184115) (Abcam, Cambridge, MA, USA) at 1:10,000 dilution
was used as a marker for the nuclear fraction. Quantification
was done by densitometric analysis using Image J Software (42)
[National Institutes of Health (NIH), USA].

Immunofluorescence

Liver tissue was fixed in 10% formalin at 4°C for 1 week with
changes every 2 days. Subsequently, the tissue was embedded in
paraffin and sectioned into 7-um slices. Liver slices were depar-
affinized for 2 h at 60°C in a dry heat oven and then rehydrated in
100% xylol (10 min), 100% ethanol (5 min), 96% ethanol (5 min),
80% ethanol (5 min), and deionized water (10 min). Afterward,
slices were bathed in permeabilization buffer (3.9 mM sodium
citrate, 0.1% Tween 20) for 8 min and then boiled in EDTA buffer
(ImMEDTA, 0.05% Tween 20, pH 8.0) at 96°C for 1 h. Slices were
blocked with 1% non-fat milk for 1 h, washed three times with
TBST buffer, and incubated overnight at 4°C with the following
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antibodies (all diluted in TBST): rabbit anti -catenin antibody
(ab 32572) at 1:100 dilution, rabbit anti f-catenin (phospho S33)
antibody (ab 73153) (Abcam, Cambridge, MA, USA) at 1:100
dilution, and rabbit anti -catenin (Ser675) antibody (D2F1, Cell
Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA) at 1:100 dilution.

The next day, slices were washed three times with TBST buffer
and then incubated for 2 h with the secondary antibody Alexa
Fluor 594 donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen Molecular Probes
Inc., Eugene, OR, USA) at 1:500 dilution. Subsequently, slices
were blocked again with 1% non-fat milk for 1 h, washed three
more times with TBST, and incubated overnight at 4°C with
the second primary antibody, mouse anti-glutamine synthetase
(GS) antibody (MAB302, Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA) at 1:300 dilution. Finally, slices were incubated for 2 h
with the second secondary antibody Alexa Fluor 488 donkey
anti-mouse IgG (A21202) or donkey anti-rabbit IgG (A21206)
(Invitrogen, Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA) at 1:300
dilution. Fluorescence was visualized with both epi-fluorescence
(Nikon Eclipse E600, Minato, Japan) and confocal microscopy
(Zeiss Axiovert 200 LSM 510 Meta-Multiphotonic, Oberkochen,
Germany), and it was quantified with Image ] software (42)
(NIH, USA).

Data Analysis

The data were grouped according to experimental conditions
and times (at least four rats per temporal point) and expressed as
the mean + SEM. Results were compared using the one-way and
two-way ANOVA test to determine time and treatment effects,
respectively. Significant differences were detected with Tukey
or Sidak post hoc tests (p < 0.05). A chronobiological analysis
was also carried out using the ChronosFit program (43) with the
following parameters: acrophase, mesor, and percentage of rhyth-
micity. Finally, a Student’s t-test was used for the feeding condi-
tion control groups to identify significant differences between the
following groups: acute fasted and refed; DRF and acute fasted (at
11:00 hours); DRF and acute refed (at 14:00 hours). All graphs
and statistical analyses were performed using GraphPad Prism
version 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

RESULTS

The presence of free p-catenin in the cell cytoplasm is usually
regulated across its degradation, unless fB-catenin avoids the
destruction complex. In this case, f-catenin increases in cyto-
plasm and can translocate into the nucleus. This function can
be regulated by phosphorylation of a variety of kinases in the
N-terminus or C-terminus of protein. First, in our experimental
protocol, we evaluated f-catenin that is targeted to degradation
(pSer33 B-catenin) and a p-catenin with an enhanced transcrip-
tional activity (pSer675 p-catenin).

DRF Protocol Decreased the Level

of pSer33 p-Catenin
The daily patterns of pSer33 B-catenin at different subcellular
compartments of the liver are represented in Figure 1. The AL

and DRF groups showed a constant presence of protein in the
total homogenate and in the cytosolic fraction (Figures 1A,B)
during the 24-h period. In the cytosolic fraction, the AL group at
08:00 hours presented a significant difference, two-way ANOVA
hours of day: F(1,48) = 23.85, p < 0.0001, in comparison to DRF
at same temporal point. Nevertheless, the DRF group showed a
16% decrease in the total homogenate and a 42% decrease in the
cytosolic fraction. In the nuclear fraction, both groups displayed
a gradual decrease of pSer33 P-catenin from the beginning
of the light phase (08:00 hours) to the middle of dark phase
(02:00 hours) (Figure 1C). In both groups, the one-way ANOVA
showed significant difference. In the AL group: F(7,32) = 2.74,
p=0.02,and in the DRF group: F(7,32) =2.74, p = 0.02. However,
they did not present any rhythmicity when they were evaluated
by the chronobiological analysis. The Fa group exhibited a similar
expression of pSer33 f-catenin to DRF at 11:00 hours in all frac-
tions tested, whereas the Rf group revealed a similar pattern in
the total homogenate and in the nuclear fraction, but not in the
cytosolic fraction; it showed a 61% reduction in pSer33 p-catenin
compared to the DRF group (14:00 hours). The Fa group decreased
its pSer33 f-catenin expression in the total homogenate by 23%
with respect to the Rf group. In contrast, the Rf group decreased
its pSer33 f-catenin expression in the cytosolic fraction by 51%
with respect to the Fa group (Figures 1A-C).

DRF Increased the Nuclear Presence

of pSer675 -Catenin

The daily patterns of pSer675 p-catenin were quantified at differ-
ent subcellular compartments of the liver in both AL and DRF
groups (Figure 2). In total homogenate, AL rats showed a gradual
decrease in pSer675 P-catenin expression throughout the light
phase (from 08:00 to 20:00 hours) and a gradual increase in the
dark phase (from 20:00 to 08:00 hours) until it reached a peak
at 05:00 hours, one-way ANOVA hours of day F(7,32) = 5.08,
p = 0.0006 (Figure 2A). This increment favors a 24-h rhythmic
pattern that presented acrophase at 4.5 h (Table 1).

In the cytosolic fraction, the presence of pSer675 p-catenin
was higher in the AL group during the dark phase (Figure 2B). In
the nuclear fraction, a constant expression of pSer675 p-catenin
was observed throughout the 24-h period. Regarding the DRF
group, a uniform presence of pSer675 p-catenin was identified
in all fractions tested in the 24-h cycle. It is relevant to mention
that, compared to the DRF group, the AL group showed a 21%
increase in the expression of pSer675 f-catenin in the cytosolic
fraction throughout the 24-h period. This daily pattern is propor-
tionately reversed in favor of the DRF group in the nuclear frac-
tion (Figure 2C). The Fa and Rf groups showed a similar presence
of protein in the total homogenate and in the nuclear fraction
when compared to the DRF group (at 11:00 and 14:00 hours). The
increase of pSer675 B-catenin in the cytosolic fraction of Fa group
was greater than the observed in the DRF group at 11:00 hours
(52%) and in the Rf group at 14:00 hours (50%).

To discriminate among the multiple forms of p-catenin in
our protocol (phosphorylated and non-phosphorylated), we also
evaluated the total liver f-catenins.
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FIGURE 1 | Daily profile of pSer33 g-catenin in the rat liver under the daytime restricted feeding (DRF) protocol. Semiquantitative western blot analysis of
pSer33 p-catenin at total homogenate (A), cytosolic fraction (B), and nuclear fraction (C). Each value was normalized using the housekeeping proteins tubulin
[for (A,B)] and lamin B1 [for (C)]. A representative western blot for each condition is shown. Gray squares, AL group; black circles, DRF group; triangles, Fa group;
inverse triangles, Rf group. Data are represented as the mean + SEM (n = 4-5 different animals per temporal point). Horizontal lines represent the 24-h cycle
average. The vertical gray bar indicates food access (12:00-14:00 hours), and the horizontal black rectangle in the x-axis corresponds to the dark phase.
vSignificant difference between AL and DRF groups in the 24-h average (Student’s t-test, p < 0.05). *Significant difference between AL and DRF groups at the same
temporal point (two-way ANOVA followed by Sidak post hoc test, p < 0.0001). *Significant difference between points of the same group (one-way ANOVA followed
by Tukey post hoc test, p < 0.05). “Significant difference between Fa and Rf groups (Student’s t-test, p < 0.05). *Significant difference between DRF (11:00 or
14:00 hours) versus Fa and Rf (Student’s t-test, p < 0.05).

DRF Protocol Increased the Presence of

Total p-Catenins

Figure 3 shows daily patterns of total B-catenins at different
subcellular compartments of rat hepatocytes under AL and DRF
conditions. The AL group showed a constant 24-h expression
in all fractions tested. DRF rats did not show a 24-h rhythmic
pattern. However, DRF protocol promoted significant increases
in the 24-h cycle average as follows: 113% of total B-catenins in
comparison to the liver homogenate in the AL group (Figure 3A),

39% in the cytosolic fraction (Figure 3B), and 75% in the nuclear
fraction (Figure 3C). All three increases were greater in the
light phase, when DRF animals had access to food. DRF only
displayed temporal differences with the AL group, in the total
homogenate at 14:00, 20:00, 02:00, and 05:00 hours; two-way
ANOVA hours of day: F(1,88) = 69.56, p < 0.0001. The Fa and
Rf groups showed similar total B-catenin levels to the AL group
at 11:00 and 14:00 hours in the total homogenate and in the
cytosolic fraction (Figures 3A,B). Nevertheless, total -catenins
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FIGURE 2 | Daily profile of pSer675 $-catenin in the rat liver under the daytime restricted feeding (DRF) protocol. Semiquantitative western blot analysis
of pSer675 p-catenin at total homogenate (A), cytosolic fraction (B), and nuclear fraction (C). Each value was normalized using the housekeeping proteins tubulin
[for (A,B)] and lamin B1 [for (C)]. A representative western blot for each condition is shown. Gray squares, AL group; black circles, DRF group; triangles, Fa group;
inverse triangles, Rf group. Data are represented as the mean + SEM (n = 4-5 animals per temporal point). Horizontal lines represent the 24-h cycle average. The
vertical gray bar indicates food access (12:00-14:00 hours), and the horizontal black rectangle in the x-axis corresponds to the dark phase. ¥Significant difference
between AL and DRF groups in the 24-h average (Student’s t-test, p < 0.05). *Significant difference between points of the same group (one-way ANOVA followed by
Tukey post hoc test, p < 0.05). “Significant difference between Fa and Rf groups (Student’s t-test, p < 0.05). *Significant difference between DRF (11:00 or

14:00 hours) versus Fa and Rf (Student’s t-test, p < 0.05).

levels in the nuclear fraction were similar to those in the DRF food access for DREF rats), and 02:00 hours (in the middle of the
group (Figure 3C). dark phase) and under Fa and Rf conditions.

Due to the structural function of B-catenin at adherens junc- Immunohistochemical observations were used to determine
tions (AJ), we evaluated the presence of the f-catenin variants how the time of day and feeding conditions influence the subcel-
in the plasma membrane through immunohistochemistry at  lular distribution of phosphorylated and total forms of p-catenin
11:00 hours (before food access for DRF rats), 14:00 hours (after within hepatocytes, as well as the correlations between them.

Frontiers in Endocrinology | www.frontiersin.org 6 February 2017 | Volume 8 | Article 14


http://www.frontiersin.org/Endocrinology/
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Endocrinology/archive

De Ita-Pérez and Diaz-Munoz

Food Synchronization and Liver p-Catenin

TABLE 1 | Chronobiological analysis of pSer675 f-catenin in total
homogenate of Ad libitum group.

MESOR  Amplitude Acrophase Rhythmicity
(hours:minutes) (%)
pSer675 B-catenin  0.65 + 0.24 0.30 04.55 87.43

CHRONOS-FIT analysis was performed to evaluate the daily rhythmicity. Amplitude
represents the difference between the peak (or trough) and the mean value of a wave
(Mesor). Acrophase represents the time at which the peak of a rhythm occurs. The
existence of a rhythmic pattern was defined by one-way ANOVA.

DRF Protocol Augmented Total p-Catenins
Placed in the Plasma Membrane

The AL group showed the presence of similar total B-catenins
in all temporal points mentioned above, whereas the DRF
group showed an enhanced expression of total p-catenins at
11:00 and 14:00 hours (Figures 4A,B). In contrast, the Fa and
Rf groups showed the lowest expression of total p-catenins in
the plasma membrane. To discover whether the expression of
total B-catenins in the plasma membrane could be correlated

FIGURE 3 | Daily profile of total p-catenins presence in the rat liver under the daytime restricted feeding (DRF) protocol. Semiquantitative western blot
analysis of total -catenins at total homogenate (A), cytosolic fraction (B), and nuclear fraction (C). Each value was normalized using the housekeeping proteins
tubulin [for (A,B)] and lamin B1 [for (C)]. A representative western blot for each condition is shown. Gray squares, AL group; black circles, DRF group; triangles, Fa
group; inverse triangles, Rf group. Data are represented as the mean + SEM (n = 5-7 animals per temporal point). Horizontal lines represent the 24-h cycle average.
The vertical gray bar indicates food access (12:00-14:00 hours), and the horizontal black rectangle in the x-axis corresponds to the dark phase. ¥Significant
difference between AL and DRF groups in the 24-h average (Student’s t-test, p < 0.05). *Significant difference between AL and DRF groups at the same temporal
point (two-way ANOVA followed by Sidak post hoc test, p < 0.0001). ©Significant difference between Fa and Rf groups (Student’s t-test, p < 0.05). *Significant
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FIGURE 4 | Expression of the total g-catenins in the hepatocyte plasma membrane under the daytime restricted feeding (DRF) protocol. (A)
Immunofluorescence signal for total p-catenins in three different temporal points: before food-anticipatory activity (FAA) (11:00 hours), after FAA (14:00 hours),
and in the middle of the dark phase (02:00 hours), as well as under Fa and Rf conditions. Both a panoramic (yellow calibration bar = 50 um) and a close-up view
(blue calibration bar = 25 pm) indicated by an orange square are shown. A negative control (primary antibody omitted) is displayed in the insert of the panoramic
panels. Histograms show quantification of (B) total p-catenins presence in hepatocyte plasma membrane (n = 3 animals) and (C) hepatocyte diameter at same
temporal points described above under AL (white bars), DRF (black bars), and Fa and Rf (gray bars) conditions (n = 200). Data are represented as the

mean + SEM. The horizontal gray line represents the schedules average of each condition. ¥Significant difference between AL and DRF groups average
(Student’s t-test, p < 0.05). *Significant difference between AL and DRF groups at the same temporal point (Student’s t-test, p < 0.05). f.a.u, fluorescence
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with hepatocyte size, we measured hepatocyte diameter under
the conditions described in the Section “Materials and Methods”
(only hepatocytes with an evident nucleus were considered for
the morphometric study). According to the results, hepatocytes
had a constant diameter under AL conditions (~20.5 pm)
(Figure 4C). DRF treatment promoted fluctuations in hepatocyte
diameter: 12% decrease at 11:00 hours, a subsequent increase
at 14:00 hours similar to the diameters found in the AL group,
and finally a 5% decrease at 02:00 hours (Figure 4C). In addi-
tion, the Fa group showed a 23% reduction in comparison to
the DRF group at 11:00 hours, whereas the Rf group presented
only a 12% reduction compared to the DRF group at 14:00 hours
(Figure 4C). Hepatocyte diameters in the Fa and Rf groups dif-
fered significantly.

The Light to Dark Transition Changed
pSer33 p-Catenin from the Cytosol to the

Plasma Membrane

At two temporal points of the light phase (11:00 and 14:00 hours),
both the AL and the DRF groups showed co-localization of total
f-catenins and pSer33 B-catenin mainly in the cytosolic compart-
ment of the hepatocytes (Figure S1A in Supplementary Material;
Figure 5). Strikingly, the intracellular distribution of both forms
of B-catenin changed in the dark phase (02:00 hours) since
total B-catenins and pSer33 f-catenin were observed presum-
ably next to the plasma membrane (Figure S1A Supplementary

Material; Figure 5). Both total p-catenins and pSer33 f-catenin
were still co-localized.

The Acute Fa-Rf Cycle Promoted pSer33 p-Catenin
Location at the Hepatocyte Plasma Membrane

Unlike the AL and DRF groups, pSer33 B-catenin in Fa and Rf
groups co-localized slightly with total f-catenins in the hepato-
cyte cytoplasm (Figure 5). Nevertheless, acute fasting and refeed-
ing favored the location of pSer33 p-catenin next to the plasma
membrane (Figure 5).

DRF Reduced pSer675 p-Catenin Located
in the Plasma Membrane

Double immunohistochemistry of pSer675 p-catenin and total
B-catenins proteins was performed to learn about pSer675
p-catenin’s subcellular distribution, response to feeding proto-
cols (DRF and Fa-Rf), and co-localization with total 3-catenins.
Results revealed plasma membrane distribution under AL (Figure
S2 in Supplementary Material) and DRF conditions (Figure 6)
at 11:00, 14:00, and 02:00 hours. Co-localization with total
[3-catenins were observed at these 3 h. However, after DRF rats
had access to food (at 14:00 hours), they also exhibited pSer675
B-catenin with cytosolic distribution around the vasculature.
Although AL and DRF groups exhibited pSer675 B-catenin in the
plasma membrane (Figure 6), the average DRF values were 43%
lower than the average AL values (Figure S2B in Supplementary

total B-catenins

pSer33 B-catenin
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02:00

Fa

Rf

FIGURE 5 | Cytosolic co-localization of pSer33 -catenin and total $-catenins in histological liver samples of rats under daytime restricted feeding
(DRF) protocol. Immunofluorescence signal for the pSer33 B-catenin (green), the total B-catenins (red), and the DAPI (blue) in DRF conditions at three different
temporal points: 11:00, 14:00, and 02:00 hours (see Figure 4 for explanation), as well as Fa and Rf conditions. Both a panoramic (yellow calibration bar = 50 pm)
and a close-up view (blue calibration bar = 25 pym) indicated by an orange square are shown. Negative controls (primary antibody omitted) are displayed in the insert

of the panoramic panels. Histological liver samples from three different animals.
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FIGURE 6 | Plasma membrane co-localization of total -catenins and pSer675 p-catenin in histological liver samples of rats under daytime restricted
feeding (DRF) protocol. Immunofluorescence signal for pSer675 p-catenin (green), total -catenins (red), and DAPI (blue) under DRF conditions at three different
temporal points: 11:00, 14:00, and 02:00 hours (see Figure 4, for explanation), as well as under Fa and Rf conditions. Both a panoramic (yellow calibration

bar = 50 pm) and a close-up view (blue calibration bar = 25 pm) indicated by an orange square are shown. Negative controls (primary antibody omitted) are
displayed in the insert of the panoramic panels. Histological liver samples from three different animals.
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Material). Conversely, while the Fa group showed a presence of
pSer675 B-catenin in cytosol, a relocation of this phosphorylated
form of p-catenin was observed close to the plasma membrane
in the Rf group. Both feeding condition groups expressed co-
localization with total f-catenins (Figure 6).

Liver Zonation of g-Catenin Variants

The three forms of f-catenin (total f-catenin, pSer33 p-catenin,
and pSer675 B-catenin) displayed distinctive subcellular expres-
sions influenced by the time in the 24-h cycle and the feeding
condition. Previous reports have shown that the expression
of different forms of P-catenin vary in the pericentral (PC)
and periportal (PP) hepatocytes in the hepatic lobule (44, 45).
Therefore, to explore a putative enrichment in the presence of
B-catenin forms in the PP and PC hepatocyte population, a
double immunohistochemistry was performed on all B-catenin
proteins, and the GS enzyme, the canonical marker of the PC
zone of the hepatic acinus. Results exhibited that total -catenins
and the pSer675 p-catenin in all schedules and conditions (11:00,
14:00, and 02:00 hours and Fa and Rf) were located mostly in the
cytosol of PC hepatocytes, while from the intermediate to the
PP zone of acinus, they were located in the plasma membrane
(Figures 7 and 8, respectively). On the other hand, the pres-
ence of both cytosolic and cell membrane pSer33 p-catenin was
observed in PC hepatocytes (Figure 9); this presence disappears

between the intermediate and PP zones. That was observed in all
schedules and conditions proven (11:00, 14:00, and 02:00 hours
and Fa and Rf).

DISCUSSION

Cell Biology and p-Catenin Signaling
Wnt/f-catenin is a conserved signaling pathway (46) that fulfills
important metabolic roles in the adult liver. B-catenin plays a
pivotal role that involves cell adhesion (a stable B-catenin pool
associated with the cell membrane) and transcriptional activ-
ity (a soluble p-catenin cytoplasmic pool) (47). These roles are
coordinated by PTMs, mainly phosphorylation (48).

Our results indicated a significant decrease of pSer33
[-catenin in the total homogenate and in the cytosol under DRE,
which could indicate a lower rate for protein degradation and an
opportunity for B-catenin to be translocated into the nucleus to
promote transcription of its target genes.

Although the GSK3p phosphorylates B-catenin in the serine
33, this form of P-catenin did not show a rhythmic patron
(Figures 1A,B). Presumably, this is because multiple and con-
secutive phosphorylation events are required. First, it is necessary
that CK1la and GSK3p hyperphosphorylate the scaffold proteins
of the destruction complex (APC and axin), which increase their
affinity for p-catenin. Once the axin—-APC-f-catenin complex is
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FIGURE 7 | Zonal distribution of total f-catenins in the hepatic acinus.
Immunofluorescence signal for glutamine synthetase (green), total p-catenins
(red), and DAPI (blue). Both a panoramic (purple calibration bar = 50 pm) and
a close-up view (blue calibration bar = 25 um and yellow calibration

bar = 20 pm) indicated by an orange square are shown. Negative controls
(primary antibody omitted) are displayed in the insert of the panoramic
panels. Histological liver samples from three different animals. PC, pericentral
zone; lz, intermediate zone; PP, periportal zone; CV, central vein.

formed, CK1 phosphorylates the B-catenin in the serine 45; IkB
kinase-a (49) and cyclin D1/Cdké (50) can also phosphorylate
this site. This priming phosphorylation subsequently promotes
that GSK3p phosphorylates threonine 41 and serines 37, and 33
(51), and these residues can be also phosphorylated by PKC (52).
In this context, the protein phosphatase 1 acts on axin (53), and
in consequence, GSK3p function is impeded. Also, in epithelial
cells, p-catenin is constitutive synthesized to form AJ with
the E-cadherin (54). Cytosolic presence of newly synthesized
f-catenin and release of B-catenin from AJ are regulated by the
destruction complex. Thus, we hypothesize that multifactorial
equilibrium between phosphorylation and dephosphorylation
events by a variety of cellular inputs maintains constant pSer33
f-catenin expression levels.

Differences among pSer33 f-catenin temporal points in the
nucleus (Figure 1C) could be explained by the fact that pSer33
f-catenin is not transcriptionally active; consequently, it could be
periodically exported from the cell nucleus.

Concerning the pSer675 P-catenin expression, AL group
presented substantial changes in the night, where normally
animals eat, and metabolic parameters such as glycemia and
insulin are increased (18), a pattern expected for species with
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FIGURE 8 | Zonal distribution of pSer675 -catenin in the hepatic
acinus. Immunofluorescence signal for glutamine synthetase (green),
pSer675 B-catenin (red), and DAPI (blue). Both a panoramic (yellow
calibration bar = 50 pm) and a close-up view (blue calibration bar = 25 pm)
indicated by an orange square are shown. Negative controls (primary
antibody omitted) are displayed in the insert of the panoramic panels.
Histological liver samples from three different animals. CV = central vein.

nocturnal feeding habits. In the case of DRF animals, pSer675
B-catenin expression was constant in all fractions, but it
increased in nucleus (Figure 2C). It is known that DRF animals
are hypoglycemic and they present high levels of corticosterone
and glucagon as well as low levels of insulin (18), three positive
regulators of GNG.
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FIGURE 9 | Zonal distribution of pSer33 p-catenin in the hepatic
acinus. Immunofluorescence signal for glutamine synthase (green), pSer33
B-catenin (red), and DAPI (blue). Both a panoramic (yellow calibration

bar = 50 pm) and a close-up view (blue calibration bar = 25 pm) indicated by
an orange square are shown. Negative controls (primary antibody omitted)
are displayed in the insert of the panoramic panels. Histological liver samples

from 3 different animals. PC = pericentral zone; CV = central vein.

Protein kinase A, which phosphorylates 3-catenin at serine 675
(26), is stimulated by glucagon. This condition could be related
to the pSer675 f-catenin transcriptional activity associated with
repeated fasting and the consequent GNG activation. GNG is a
physiological adaptation to starvation (shortand medium fasting),

stressful conditions, and short-term glycogen-replenishment
activity in the liver after food intake (18). It has been confirmed
that in the liver of starved animals, f-catenin regulates hepatic
glucose metabolism through transcriptional regulation of cyclin
D1, which controls the gluconeogenic response in addition to its
role in the cell cycle (55, 56). Furthermore, -catenin regulates the
transcription of two of the rate-limiting enzymes in hepatic GNG:
glucose-6-phosphatase (G6Pase) and phosphoenolpyruvate car-
boxykinase (PEPCK) by interacting with the FoxO1 transcription
factor (22).

Indeed, GNG also increases under Fa and Rf conditions.
However, when compared to DRF, Fa rats showed a higher
presence of pSer675 in the cytosolic fraction (Figure 2B), which
could be related to a synergic regulation by other signaling
pathway elements such as Akt (57), glucagon-like peptide 1 (57),
glucagon-like peptide 2 (58), p21 (27), or insulin growth factor
1 (59).

Substantial differences between DRF protocol and an acute
22 h fasting (Fa) are presented in a diversity of metabolic
parameters (15, 17-19, 38, 60, 61), supporting the notion that the
metabolic state of rats under DRF protocol is unique and distinct
from fed and fasted animals. It is proposed under DRF protocol
that hepatic physiology acquires a rheostatic state (12, 17) as a
result of biochemical and physiological adaptations for a better
handling of nutrients.

It has been also reported that the amount of nuclear active
dephosphorylated form of f-catenin increases after an overnight
fast (22), which could be probably related to the significant
incremented expression of total f-catenins in the cytosol and in
the cell nucleus under DRE, Fa, and Rf conditions as a response
to both acute and repeated fasting (Figure 3). DRF shifted the
peaks of PEPCK and G6Pase around the time of food access (18),
which coincides with the increase of total f-catenins mainly in
the light phase (Figure 3). DRF also enhanced hepatic PEPCK
activity and increased the amount of hepatic G6Pase (18).
Therefore, we propose that elevated levels of total f-catenins
within the nucleus could exert transcriptional activity, and the
increased expression of total B-catenins in the plasma membrane
(Figures 4A,B) under DRF could be related to cell adhesion
properties. B-catenin can bind to type I cadherins, and it plays
an essential role in the structural organization of tissues form-
ing the cadherin-catenin complex, which is the base of AJ, to
establish and maintain epithelial polarity (62). In hepatocytes,
the polarization arrangement is unique and contributes to form
the bile canaliculus, the smallest branch of the bile duct that
forms a complex interconnected network that spreads along the
liver parenchyma, in which tight junctions (T]) are essential
(63). By using a microarray technique, our group detected
that, under DRF conditions, both cadherin (A]) and claudin
(TJ) increased by 13.3- and 6.4-folds, respectively, (data not
published) after food intake at 14:00 hours; this temporal point
is coincident with the maximal expression of total f-catenins in
the plasma membrane (Figure 4B). At 14:00 hours, hepatocytes
showed a larger diameter in comparison to the other sched-
ules and conditions. This fact exhibits a correlation between
total PB-catenins presence and proteins related to hepatocyte
morphology. Diaz-Muioz et al. (19) demonstrated that DRF
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can modify the cross-sectional area of hepatocytes during FAA
because at 11:00 hours hepatocytes were about 53% larger than
under DRF before (08:00 hours) and after FAA (14:00 hours). In
addition, Steinbergand Takeichi (64) postulated that the expres-
sion level of adhesion molecules, such as cadherins, influences
the strength of adhesion, which provides active adhesion gra-
dients in both vertebrate and insect developing systems. These
gradients can determine both morphogenetic movements and
specific anatomical configurations (65). Considering that liver
weight decreases (~15%) under DRF treatment mainly during
the light phase (14), it is possible that the B-catenin-cadherin
complex could act as a flexible cell border involved in daily
cell size changes: a decrease in hepatocyte diameter after 22 h
of fasting (11:00 hours) and an increase in hepatocyte diam-
eter upon replenishing their glycogen after 2 h of food access
(14:00 hours) (18) (Figure 4C). Indeed, this dynamic cycle of
decrease/increase in cell proportion is more noticeable under
Fa and Rf conditions (Figure 4C).

Regarding the cellular localization of the three different forms
of fB-catenin, Benhamouche et al. (44) demonstrated both a
robust f-catenin expression in the hepatocyte membrane (related
to cell adhesion) and a slight cytosolic accumulation of p-catenin
in the PC zone of hepatic lobule, while in PP hepatocytes stain-
ing in hepatocyte membrane decreased. When they probed the
unphosphorylated form of B-catenin (an active form of protein),
localization was cytosolic in the both proximal and distal part
of PC compartment, whereas its negative regulator APC was
expressed in the PP zone. This complementary distribution of
f-catenin and APC suggests opposite effects of f-catenin pathway
along hepatic acinus.

We observed that pSer33 B-catenin is present in the cytosol
mainly at 11:00 and 14:00 hours and in the plasma membrane
at 02:00 hours, both under DRF (Figure 5) and AL (Figure S1 in
Supplementary Material) conditions; probably to a daily target
for B-catenin degradation that is more evident during the light
phase. According to western blot results, B-catenin marked for
degradation in the Fa and Rf groups is not as noticeable as the
other two groups (Figure 1B). Presumably, pSer33 f-catenin
localization in the plasma membrane is due to a dynamic
equilibrium between phosphorylation and dephosphorylation.
Unexpectedly, we found pSer675 p-catenin close to the plasma
membrane (Figure 6; Figure S2A in Supplementary Material).
Semiquantification of pSer675 at the hepatocyte periphery under
AL and DRF conditions demonstrated a decreased average in
the DRF group in comparison to the AL group (Figure S2B in
Supplementary Material). Apparently, the above result indicate
that pSer675 p-catenin under DRF could be acting as a reservoir
for p-catenin to eventually be translocated to the nucleus. In the
Fa group, pSer675 p-catenin cytosolic expression (Figure 6) cor-
relates with western blot results (Figure 2B), probably due to fur-
ther phosphorylation associated with other signaling pathways.

With respect to the localization of p-catenin pools in the
hepaticacinus, these showed cytosolic distribution in the PC zone,
whereas detection in the plasma membrane was evident from the
intermediate to the PP zones (Figures 6-8). Benhamouche et al’s
report in 2006 established a key role of Wnt/p-catenin pathway in

liver zonation, which entails a functional and structural cellular
heterogeneity. This hepatic zonation suggests an anatomical spe-
cialization in -catenin functions, where in the PC zone, -catenin
that is committed to cell signaling could be accumulated in the
cytosol waiting to be shuttled into the nucleus or to be degraded,
whereas in the PP zone, f-catenin that plays a structural/reservoir
role could be accumulated in the plasma membrane. Recently, the
molecular mechanism that controls metabolic liver zonation was
determined (66), showing complexity of this phenomena, where
the APC protein and the RSPO-LGR4/5-ZNRF3/RNF43 module
play essential and complementary roles.

Our results indicate that B-catenin is sensitive to feeding
conditions and that both its structural and transcriptional func-
tions are differentially modulated by the DRF protocol. These
findings are significant because it would establish p-catenin as
an element of the liver metabolic network that is closely related
to the circadian molecular clock. To integrate our western blot
and immunohistochemical results of the three forms of B-catenin,
we elaborated a dynamic model to depict the liver response and
adaptation to 2 h of DRF protocol at different times of the day
(11:00, 14:00, and 02:00 hours) and feeding conditions (Fa and
Rf) (Figure 10). In this model, we represented the gradient in the
expression of the three different pools of B-catenin studied (total
[-catenins, pSer33 B-catenin, and pSer675 p-catenin), along the
hepatic acinus [metabolic zonation from the central vein (CV)
to the portal triad (T)] (Figure 10A). The intracellular location
of each B-catenin within the hepatocyte, besides the hepatocyte
morphometry (Figure 10B), is shown. The cytoplasmic location
of the three p-catenins in the PC hepatocytes can be seen, whereas
the presence of total B-catenins and pSer675 in the PP hepatocytes
is mostly in the plasma membrane region.

The p-Catenin Protein and FEO Expression
The core of liver circadian clock is based on a molecular mecha-
nism that includes transcriptional/translational loops (67). In this
mechanism, we found positive regulators such as the BMAL1
protein and negative regulators such as the PER protein. Both
BMALI and PER1 show circadian rhythmicity in the liver (68),
whose acrophases are modified by the DRF protocol (14). In this
sense, experiments with cell cultures of NIH-3T3 cells have
shown that overexpressions of BMALI increase f3-catenin mRNA
levels, indicating a direct relationship between them (69). In
addition, downregulation of PER2 increases p-catenin in human
colon cancer cells (70) and in the breast cancer cell line (MTCL)
(30). These data suggest that clock genes in peripheral tissues
regulate p-catenin expression. In the liver and other organs, DRF
protocol promotes metabolic adaptations and changes in the
daily rhythmicity of a various proteins and enzymes from differ-
ent metabolic pathways (18), hormones (14, 16), receptors (15),
calcium dynamics (38), and nuclear receptors (71). Liu et al. (22)
demonstrated that B-catenin in the liver acts as a regulator of
circulating glucose, GNG and as a modulator of insulin signal-
ing. Moreover, it plays a role in mitochondrial homeostasis and,
consequently, in energy balance (72). Many of these metabolic
functions show a daily rhythmicity that is affected by the DRF
protocol.
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FIGURE 10 | Schematic model of the main changes and adaptations showed by total f-catenins and its phosphorylated forms: pSer33 and p675 in
the hepatic acinus under daytime restricted feeding protocol. (A) Zonal localization of the three different pools of p-catenin studied, total p-catenins (red),
pSer33 p-catenin (blue), and p675 p-catenin (green) within the functional unit of liver, the hepatic acinus. This localization is represented in the form of gradients
(triangles) according to the distinct zones of the acinus. PC was signaled and delimited by an orange circle. (B) Intracellular and plasma membrane localization of the
B-catenin pools mentioned in (A) in hepatocytes at 11:00, 14:00, and 02:00 hours, as well as under Fa and Rf conditions. Hepatocytes size varies according to the
time of the day and the feeding condition. Color filaments represent cytosolic localization of distinct g-catenins, and the green circle inside hepatocytes represent cell
nucleus. CV, central vein; T, portal triad; PC, pericentral zone; Iz, intermediate zone; PP, periportal zone; C, cytosolic expression; M, plasma membrane expression.

Liver

hepatocytes

zonal expression gradients of B-catenin variants

acute fasting/refeeding

In mammals, the suprachiasmatic nuclei (SCN) of the
hypothalamus is the main circadian pacemaker (68, 73), which
is synchronized by light-dark cycle and organizes the timing of
peripheral organs through neural and hormonal pathways (74).
The core of circadian system is based on a transcriptional-trans-
lational feedback loops of genes and proteins whose oscillating
period is near 24 h. Besides light cues, other environmental factors
as periodic feeding can entrain circadian rhythms in peripheral
oscillators as the liver. In this sense, when food availability is
restricted 2-3 h per day (DRF), a new configuration of circadian

system called FEO emerges. The most evident behavior associated
to DRF in rodents is the FAA, which persists even when the SCN
has been completed ablated (75) and for instance is considered
the result of a circadian oscillator different to SCN.

DRF protocol implies both timed restricted feeding and
calorie restriction to foster a generalized anticipatory state that
optimizes searching, assimilation, and processing of nutrients. In
peripheral oscillators, adaptations to restricted feeding paradigm
includes a shift in the acrophase of clock genes, hormones, and
many proteins (76-78) involved in metabolic pathways near
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the time of food accessibility. Under a DRF protocol, we found
many interaction points between the molecular circadian clock
and the metabolism that are under chronostatic regulation (12).
Although the anatomical substrate of the FEO is unknown yet,
the liver acts in a coordinated manner with other peripheral oscil-
lators to induce an anticipatory behavior to prepare the animal to
search for food.

Due to only a couple hours of food access in the DRF protocol,
experimental animals consume lesser quantity of food (~36%)
and reduce their body weight (~28%) (data not shown) and
nutritional conditions change to be hypocaloric (79) compared
to AL group. Calorie restriction involves a reduction in caloric
intake (24-60%) from the macronutrients respect to AL animals
(80). Animal below hypocaloric conditions did not present mal-
nutrition (81), which had been corroborated in our laboratory
by parameters such as albumin, hemoglobin concentration, and
mean corpuscular hemoglobin (data not shown). Importance of
calorie restriction combined or not with a DRF protocol resides
in the resetting of the SCN (82), promoting interaction between
the master circadian clock and metabolism. Moreover, the
cross-talk between the circadian clock and Wnt signaling relies
on two kinases: CK1 and GSK3p. These kinases phosphorylate
clock proteins contributing to the fine-tuning regulation of the
circadian clock (83), and they downregulate B-catenin activity
in the Wnt/B-catenin pathway (84). The interactions between
clock proteins, f-catenin, and different kinases could be a robust
switch that coordinates metabolic changes in the liver under the
DREF protocol. Further experiments are needed to elucidate if
f-catenin, as a structural or as a signaling element, could be act-
ing as an output factor of the hepatic circadian molecular clock.

Implications of g-Catenin in Liver
Disease

f-catenin is a transcription factor for cell cycle regulators such as
cyclin D1 (55) and c-myc (85). Moreover, B-catenin is essential
in liver physiology (86). Aberrant p-catenin pathway activation
has been associated with various liver pathologies such as defec-
tive bile acid metabolism, hepatosteatosis and cholestasis (87),
chronic liver disease, hepatic fibrosis, and hepatocellular cancer
(HCC) (88). In this sense, it has been reported that HCC cells
from animal models and human patients show a constitutive
activation of Wnt/p-catenin signaling (89). In addition, PER
and BMALL could influence cell proliferation through Wnt
pathway activation (69). It has also been proposed that cancer
may be a circadian-related disorder (90) and that DRF decreases
tumor size in HCC induced by dimethylnitrosamine (data not
shown). All these data strengthen the idea that f-catenin could
be considered a key factor in future therapeutic strategies for
various liver pathologies.

In conclusion, our results suggest that B-catenin is an essential
element in the metabolism and circadian context of liver physiol-
ogy. Interestingly, f-catenin functions in the liver are zonated,
which provides versatility for a good adaptation to metabolic
challenges. Further studies are needed to define the mechanistic
relationship between these findings and the FEO expression.
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FIGURE S1 | Cytosolic co-localization of pSer33 -catenin and total
p-catenins in histological liver samples of AL rats. Immunofluorescence
signal for pSer33 B-catenin (green), total p-catenins (red), and DAPI (blue) under
AL conditions at three different temporal points: 11:00, 14:00, and 02:00 hours
(see Figure 4, for explanation). Both a panoramic (yellow calibration

bar = 50 pm) and a close-up view (blue calibration bar = 25 ym) indicated by an
orange square are shown. Negative controls (primary antibody omitted) are
displayed in the insert of the panoramic panels. Histological liver samples from
three different animals.

FIGURE S2 | Plasma membrane co-localization of total $-catenins and
pSer675 p-catenin in histological liver samples of AL rats. (A)
Immunofluorescence signal for pSer675 B-catenin (green), total p-catenins (red),
and DAPI (blue) under AL conditions at three different temporal points: 11:00,
14:00, and 02:00 hours (see Figure 4, for explanation). Both a panoramic (yellow
calibration bar = 50 ym) and a close-up view (blue calibration bar = 25 pm)
indicated by an orange square are shown. Negative controls (primary antibody
omitted) are displayed in the insert of the panoramic panels. Histological liver
samples from three different animals. Histogram showing quantification of (B)
plasma membrane presence of pSer675 p-catenin in hepatocytes (n = 3 animals)
at same temporal points described above under AL (white bars), DRF (black
bars), and Fa and Rf (gray bars). Data are represented as the mean + SEM. The
horizontal gray lines represent the schedules average of each condition.
vSignificant difference between AL and DRF groups average (Student’s t-test,

p < 0.05). *Significant difference between AL and DRF groups at the same
temporal point (Student’s t-test, p < 0.05). f.a.u, fluorescence arbitrary units; nd,
not detected.
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Abstract

The biogenic amine serotonin is a signaling molecule in the gastrointestinal
tract, platelets, and nervous tissue. In nervous system, serotonin and its
metabolites are under the control of the circadian timing system, but it is not
known if daily variations of serotonin exist in the liver. To explore this possi-
bility, we tested if the rhythmic pattern of serotonin metabolism was regulated
by daytime restricted feeding (DRF) which is a protocol associated to the
expression of the food entrained oscillator (FEO). The DRF involved food
access for 2 h each day for 3 weeks. Control groups included food ad libitum
(AL) as well as acute fasting and refeeding. Serotonin-related metabolites were
measured by high pressure liquid chromatography, the anabolic and catabolic
enzymes were evaluated by western blot, QPCR, and immunohistochemistry to
generate 24-h profiles. The results showed in the AL group, liver serotonin,
tryptophan hydroxylase-1 activity, and protein abundance as well as serotonin
in plasma and serum were rhythmic and coordinated. The DRF protocol dis-
rupted this coordinated response and damped the rhythmic profile of these
parameters. We demonstrated the daily synthesis and the degradation of sero-
tonin as well as its transport in blood. This rhythm could influence the physi-
ological role played by serotonin in peripheral organs. DRF caused an
uncoordinated response in the liver and blood serotonin rhythm. This modifi-
cation could be a part of the physiology of the FEO
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Daily Variations of Liver Serotonin Metabolism

Introduction

Serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-HT) is a mono-
amine synthesized in the neurons of the central nervous
system, as well as in the enterochromaffin cells (ECs) of
the gastrointestinal (GI) tract (Mawe and Hoffman 2013).
It regulates a variety of physiologic states and behaviors
such as pain, appetite, mood, learning, sleep, vascular
tone, GI motility and apoptosis, intestinal cell prolifera-
tion, and platelet aggregation (Berger et al. 2009; Bertrand
and Bertrand 2010). 5-HT is synthesized from the essen-
tial amino acid L-tryptophan (L-Trp). The rate limiting
enzyme, tryptophan hydroxylase (or L-aromatic amino
acid decarboxylase, tryptophan hydroxylase [TPH] EC
1.14.16.4.) converts L-Trp to 5-hydroxytryptophan
(5-HTP), which is then converted to 5-HT. TPH exists in
two isoforms, TPH-1 found in the pineal gland and
peripheral organs (Sakowski et al. 2006), and TPH-2
selectively expressed in brain (Walther et al. 2003). About
95% of 5-HT in the body is found in the GI tract, mostly
within the ECs, and the remaining 5% is in the brain and
different tissues (Lesurtel et al. 2008). Platelets are the
major sites for 5-HT storage, and the 5-HT released fol-
lowing platelet aggregation is the source of 5-HT available
for blood vessels (Ni et al. 2008). 5-HT in tissues is rap-
idly metabolized, mainly by monoamine oxidase (MAO)
(EC 1.4.3.4.). There are two types of MAO enzymes, and
MAO-A is the one that preferentially oxidizes 5-HT (Bach
et al. 1988). In the liver, 5-HT regulates several key
aspects of liver function, such as hepatic blood flow,
innervation, wound healing, and liver regeneration (Rud-
dell et al. 2008; Kawasaki et al. 2010).

In mammals, circadian rhythms are generated by the
major endogenous pacemaker localized in the suprachias-
matic nucleus (SCN), at the anterior hypothalamus
(Challet 2007). It is now accepted that alternative clocks
are located in many peripheral organs and tissues, such as
the liver. The resultant timing system can be entrained by
environmental factors including photonic and non-pho-
tonic stimuli (Vollmers et al. 2009). Daytime restricted
feeding (DRF) is an experimental protocol used to study
the physiological and metabolic adaptations of circadian
rhythmicity when mealtime becomes a predominant tim-
ing cue (Stephan 2002). DRF usually involves food intake
for 2-4 h in the middle of the light period. After few
days, the animals show behavioral arousal before meal
time known as anticipatory activity (Mistlberger 2009). In
addition, the 24-h variations of a great variety of meta-
bolic and endocrine parameters change their phase,
amplitude, or even the type of rhythmicity. Overall, DRF
orchestrates a physiological response that has been con-
sidered by some authors as rheostatic (Aguilar-Roblero
and Diaz-Munoz 2009). Underlying the DRF protocol is
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also the expression of an alternative circadian oscillator,
independent of the SCN, whose anatomic location is so
far unknown. This putative oscillator is known as the
food entrained oscillator (FEO) (Mendoza 2007).

The aim of this study was to gain more about the daily
fluctuations of serotonin metabolism in the liver when
food access is ad libitum (AL) or restricted. The results
showed that 5-HT is generated within the liver, and that
its synthesis is regulated differently during FEO expres-
sion.

Materials and Methods

Animals

Adult male Wistar rats weighing 200 + 20 g were main-
tained in constant conditions of 12 h:12 h light-dark
cycles (lights on at 8 h) and constant temperature
(22 £ 1°C). Rats were kept in groups of four in transpar-
ent acrylic cages (40 x 50 x 20 cm) with free access to
water and Purina Chow except during DRF, acute fasting
(Fa), or acute fasting-refeeding (Fa-Re) conditions. All
experimental procedures were approved by the Bioethics
Committee of the Institute of Neurobiology, Universidad
Nacional Auténoma de México, and confirmed with
international ethical standards (Portaluppi et al. 2010).

Experimental design

The experimental protocol had four groups: (1) Rats fed
AL; (2) rats under DRF schedule with mealtime only
from 1200 to 1400 h for 3 weeks; (3) rats fasted for 21 h,
and (4) rats that were fasted 22 h and refed for 2 h (from
1200 to 1400 h). Rats were sacrificed by decapitation at
0800, 1100, 1400, 1700, 2000, 2300, 0200, and 0500 h.
The controls of feeding condition, Fa and Fa-Re, were
sacrificed at 1100 h and 1400 h, respectively. Immediately
after sacrifice, livers were homogenized or frozen in dry
ice and kept at —80°C until analysis. Two samples of
blood were collected. Immediately after decapitation, for
serum, blood was collected in Vacutainer® (Becton Dick-
inson, Mexico City, Mexico) tubes and centrifuged at
2500¢ for 5 min. For plasma, blood was collected in BD
Vacutainer® (Becton Dickinson) tubes with K, Ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA) and centrifuged at 1500¢
for 10 min.

Subcellular fractionation

A sample of 2 g of the liver was homogenized in 15 mL
of buffer (10 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4, 225 mmol/L
sucrose, 0.2% Bovine serum albumin, 0.3 mol/L Ethylene
glycol tetraacetic acid). Briefly, the homogenate was cen-
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trifuged at 1500g for 15 min, and the supernatant was
centrifuged at 10,000¢ for 15 min to sediment the mito-
chondrial fraction, which was resuspended. The second
supernatant was centrifuged at 100,000¢ for 1 h for the
microsomal and cytosolic fractions. All centrifugations
were performed at 4°C, and aliquots were kept at —80°C.

qPCR amplifications

TPH-1 gene expression was evaluated by isolating total
RNA from liver tissue (20-30 mg) using the SV Total
RNA Isolation System (Promega, Madison, WI). The
amount and quality of RNA were estimated spectrophoto-
metrically at 260 and 280 nm, and a constant amount of
RNA (2 pg) was reverse transcribed using SuperScript™
IIT Reverse Transcriptase, Oligo(dT);, ;5 Primer, RNase-
OUT™ recombinant ribonuclease inhibitor, and dNTP
Set polymerase chain reaction (PCR) Grade (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Amplification was performed in triplicate
in the CFX96TM real-time PCR detection system (Bio-
Rad, Hercules, CA). Primers used for quantitative PCR
(qPCR) amplifications were synthesized by Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, MO), and the corresponding sequences are
shown in Table 1. Amplifications were carried out with
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) in a 10 uL final reaction vol-
ume containing ¢cDNA (1/20) and 0.5 umol/L of each of
the primer pairs in SYBR Green Master Mix, according to
the following protocol: activation of Taq DNA polymerase
and DNA denaturation at 95°C for 10 min, followed by
40 amplification cycles consisting of 10 sec at 95°C,
30 sec at 60°C, and 30 sec at 72°C. The PCR data were
analyzed by the 2“2 method, and cycle thresholds
normalized to the housekeeping gene Rps18 were used to
calculate the mRNA levels of TPH-1.

Western-blot analysis

Proteins from the liver homogenate and hepatic fractions
were separated by 15% sodium dodecyl sulfate polyacryl-
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amide gel electrophoresis (SDS-PAGE) under reducing
conditions, transferred to nitrocellulose membranes, and
blocked for 1 h in Tris-Buffered Saline and Tween 20
(TBST) buffer (20 mmol/L Tris, pH 7.5, 500 mmol/L
NaCl, 0.5% Tween 20) with 5% non-fat milk. Anti-TPH1
(ab52954, Abcam, Cambridge, U.K.) (1/3500 in TBST) or
anti-MAOa (sc-20156, Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Santa Cruz, CA) (1/1000 in TBST) was added as primary
antibody and incubated overnight at 4°C. As loading con-
trols for liver homogenates, membranes were incubated
with mouse anti-tubulin antibody (ab 56676 Abcam, UK)
diluted 1/1000, for mitochondrial fractions was used as
control protein of mitochondrial origin, rabbit anti-
VDACI1/Porin antibody (ab15895; Abcam, UK) diluted 1/
1000. After washing, membranes were incubated with the
appropriate secondary antibodies conjugated to alkaline
phosphatase (sc2315, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)1/
5000. Bands were revealed using the AP conjugate sub-
strate kit (Bio-Rad, CA). Densitometric analysis was per-
formed using the Image Lab Software (v 3.0, Bio-Rad,
CA).

Immunohistochemistry

Liver tissue was fixed for 1 week in 10% formalin at 4°C,
with formalin changes every 2 days. After fixation, the tis-
sue was embedded in paraffin and sectioned into 7 um
slices. Samples were deparaffinized for 2 h at 60°C in a
dry-heat oven. After that, sections were rehydrated in the
solvent series: Xylol 100% (10 min), ethanol 100%
(5 min), ethanol 96% (5 min), ethanol 80% (5 min), and
deionized water (10 min), with a subsequent bath in per-
meabilization buffer (4 mmol/L sodium citrate, 0.1%
Tween 20) for 8 min. Antigen retrieval was performed in
EDTA buffer (1 mmol/L EDTA, 0.05% Tween 20, pH 8)
in a water bath at 90°C for 1 h, followed by blocking
with 1% non-fat milk for 1 h. The sections were washed
3 x 5 min with 0.05% TBST and then incubated over-
night at 4°C with the primary antibody against TPH-1
(ab52954, Abcam, UK) diluted 1:50. The next day, sec-

Table 1. Rattus norvegicus oligonucleotide sequences used in gRT-PCR experiments.

Genes GenBank Primer sequence Size (bp) Ta (°C)

Tryptophan hydroxylase 1 (Tph1) NM_001100634.2 Sense GCTGAACAAACTCTACCCAAC 86 60
Antisense CTTCCCGATAGCCACAGTATT

Tryptophan hydroxylase 2 (Tph2) NM_173839.2 Sense GGGTTACTTTCCTCCATCGGA 85 60
Antisense AAGCAGGTTGTCTTCGGGTC

Monoamine oxidase A (MAO-A) D00688 Sense GCCAGGAACGGAAATTTGTA 231 62
Antisense TCTCAGGTGGAAGCTCTGGT

Ribosomal protein S18 (Rps18) BC126072.1 Sense TTCAGCACATCCTGCGAGTA 136 62
Antisense TTGGTGAGGTCAATGTCTGC
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tions were washed 3 x 5 min with 0.05% TBST and
incubated for 2 h with the secondary antibody (Alexa
Fluor® 594 goat anti-rabbit IgG, Invitrogen) diluted
1:400. The staining was visualized using a confocal micro-
scope Zeiss Axiovert 200 LSM 510 Meta-Multiphoton and
captured by software LSM 510 Meta by Zeiss (Mexico
city, Mexico).

Tryptophan hydroxylase activity

TPH activity was measured in liver homogenates using a
radioactive isotope assay (Barbosa et al. 2008) with the fol-
lowing reaction medium: Hepes (50 nmol/L, pH 7), cata-
lase (100 pg/mL), tryptophan (50 umol/L), dithiothreitol
(5 mmol/L), Fe (NH,), (SO4), (10 umol/L), 6-methyl
-5-6-7-8-tetrahydropterine  dihydrochloride (6-MPH4)
(500 pumol/L), and 1 uL of [’H] tryptophan (1 w/mL).
The sample was incubated at 37°C for 10 min. The
reaction was stopped by adding a suspension of activated
charcoal (7.5% in 1 mol/L HCI), and 200 L of the super-
natant was transferred to scintillation tubes; scintillation
fluid was added, and radioactivity was evaluated with a
Beckman f§ counter.

Measurement of 5-HT, 5-HTP, and L-Trp by
HPLC

5 HT and 5-HTP concentrations within the liver, platelet-
free plasma, and platelet-rich plasma were assayed by high
pressure liquid chromatography (HPLC). Liver samples
were homogenized 1/5 (w/v) in 0.1 mol/L HCIO,
containing 0.2 mmol/L EDTA, filtered with a centrifuge
tube filter (Spin-X, Costar®, Corning, NY). The HPLC sys-
tem consisted of a delivery pump (Solvent Delivery System
PM-80; Bioanalytical Systems, West Lafayette, IN), a sim-
ple injector (BASi Liquid Chromatography CC-SE, 20 uL
loop; Bioanalytical Systems), a C18 reverse phase column
(BASi ODS C18, 100 x 3 mm, 3 um particle size; Bioana-
Iytical Systems), and an electrochemical detector (Bioana-
lytical Systems) with a carbon electrode; the potential was
adjusted to +600 mV versus the reference electrode (Ag/
AgCl). The mobile phase contained 0.1 mol/L Na,HPO,,
0.05 mol/L Citric acid, 0.17 mmol/L EDTA, 1 mmol/L
KCl, and 2% methanol (v/v), pH 4.5. The flow rate was
0.6 mL per min at a pressure of 2400 psi. All chromato-
grams were recorded and analyzed using the ChromGraph
Report software 2.3 (Bioanalytical Systems)