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1. Resumen

Los ritmos circadianos son procesos biologicos que se llevan a cabo en ciclos de
aproximadamente 24 horas, algunos de ellos estan implicados en el metabolismo. Debido a
esto, algunos procesos metabolicos estan favorecidos en periodos especificos del dia y se
segregan temporalmente rutas metabolicas opuestas para que el metabolismo sea eficiente
para el organismo.

El principal sincronizador del reloj circadiano en mamiferos es la luz; sin embargo, en tejidos
metabolicamente activos como el higado, el alimento ha demostrado ser un importante
sincronizador. Por ello, la composicion de la dieta y los horarios de ingesta de alimento han
mostrado la capacidad de modular el reloj circadiano en este tejido.

A nivel molecular, el funcionamiento del reloj circadiano se basa en loops de
retroalimentacion transcripcionales y traduccionales iniciados por los activadores
transcripcionales CLOCK/BMALI, los cuales son reclutados a secuencias E-box donde
activan la transcripcion de los genes controlados por el reloj (CCG). Entre estos, se
encuentran genes codificantes para las proteinas periodo y criptocromo (Per/Cry). Estas
proteinas se acumulan en el citoplasma y al final del dia son capaces de reprimir la actividad
transcripcional de CLOCK/BMALI. Este loop tiene una duracion de aproximadamente 24
horas.

Ademéds, entre los CCG se encuentran algunos genes codificantes para factores
transcripcionales, que al aparecer de manera circadiana otorgan ritmicidad a la transcripcion
de sus genes blanco. Entre estos se encuentra Dbp, el cual codifica para un factor
transcripcional involucrado en la transcripcion circadiana de genes asociados al metabolismo
de xenobidticos, una de las principales funciones hepdaticas que se encuentra favorecida
durante la fase nocturna.

Para que esto ocurra se requiere que la cromatina que contiene los CCG sea altamente
dinamica, tanto a nivel de accesibilidad, presencia de marcas de histona asociadas con
activacion/represion transcripcional como en la formacion de contactos enhancer-promotor
y promotor-promotor a lo largo del dia, de acuerdo a sus fases de transcripcion y represion
transcripcional.

Debido al requerimiento de estos estimulos ambientales para la sincronizacion del reloj

circadiano, factores como los turnos de trabajo nocturnos, fotoperiodos inusuales, desérdenes



neuroldgicos y alimentacion con dietas altas en grasas son capaces de generar disrupciones
en los ritmos circadianos.

En el higado de ratdn, la exposicion a distintos tipos de dieta genera la reorganizacion del
transcriptoma circadiano. Por ejemplo, la alimentacion con dieta obesogénica de alto
contenido lipidico altera la expresion ritmica de genes basicamente en 3 maneras respecto a
ratones alimentados con dieta normocalorica: 1) genes circadianos que pierden oscilacion, 2)
genes sin oscilacion que la ganan y 3) genes circadianos con corrimiento de fase en su
transcripcion.

A nivel de actividad de elementos enhancer circadianos, se observa también una
reorganizacion en su actividad similar a la observada a nivel del transcriptoma, la cual
favorece la expresion de genes involucrados en metabolismo lipidico.

En este trabajo, se busca determinar el efecto de la alimentacion con dieta alta en grasas sobre
el interactoma del gen circadiano Dbp en dos ZT, 6 (dia) y 18 (noche), utilizando higados de
raton.

Inicialmente, la expresion de Dbp fue medida mediante qPCR para mRNA, se observo mayor
expresion de Dbp en los ratones alimentados con la dieta alta en grasas al ZT6. A nivel de
pre-mRNA, mediante qPCR con primers disefiados en regiones intronicas, se observo lo
contrario, un nivel significativamente mayor en el grupo control al ZT6 lo que sugiere
desregulacion en la transcripcidon y acumulacion de mRNA de Dbp por la dieta alta en grasas.
Utilizando la técnica de Captura de Conformacion de la Cromatina acoplada a secuenciacioén
(4C-seq), se observo la ocurrencia de interacciones preferencialmente durante el ZT6, acorde
a la fase transcripcional de Dbp. El perfil cromatinico dado por accesibilidad, marcas de
histona y transcripcion de algunas de estas interacciones sugiere su funcion como elementos
regulatorios.

Se observaron ademas algunas interacciones que se conservan entre la condicion control y
alimentada con dieta alta en grasas mientras que otras son encontradas solamente en alguna
de ellas. Estos resultados sugieren un papel de la formaciéon dindmica de contactos
regulatorios con la transcripcion circadiana de Dbp asi como la alteracion de este interactoma

por la alimentacion con dieta alta en grasas.



2. Introduccion

2.1 Ritmos bioldgicos

La presencia de ritmos bioldgicos es una caracteristica de todos los grupos de seres vivos y
se encuentran representados en los tres dominios en que se divide la vida: Archaea, Bacteria
y Eukarya [3, 4]. El surgimiento de estos ritmos esté relacionado con la presencia de ciclos
ambientales como el fotoperiodo, cambios en las estaciones a lo largo del afio, variaciones
periodicas en la temperatura, disponibilidad de alimento etc. Estos ciclos son desencadenados
por el movimiento de rotacion de la tierra sobre su eje, asi como su movimiento de traslacion
alrededor del sol y el de la luna alrededor de la tierra [5]. La capacidad de los organismos de
contar con un mecanismo que les permita anticipar estos cambios ambientales para tener una

adecuada respuesta fisiologica les brinda una ventaja evolutiva [6].

Entre las caracteristicas propias de un ritmo bioldgico estan: 1) el que sea innato, es decir,
estd presente desde el momento del nacimiento del organismo y no se debe al aprendizaje a
lo largo de su vida. Esto es evidente en ratones que fueron mantenidos durante toda su vida
en condiciones constantes de luz, durante 7 generaciones, y la presencia de ritmicidad
permanecia atin en la séptima generacion [7]. 2) Que persista en el organismo aun cuando los
estimulos ambientales no estan presentes. Esto fue inicialmente demostrado en la planta
mimosa, la cual conserva movimientos ritmicos en su tejido foliar en condiciones constantes
de obscuridad [8]. 3) Que sean generados de manera enddgena, es decir, que el ritmo no
requiera de factores externos para generarse. En estas circunstancias, el organismo pierde
sincronia con los ritmos ambientales; sin embargo, mantiene sus propio ritmo [9]. Asi pues,
en los seres vivos evoluciono un sistema oscilador en respuesta a la rotacion del planeta que
habitan [10]; y presentan oscilaciones auto sostenibles que pueden ser sincronizadas por
estimulos externos [11]. Por la duracion de su periodo los ritmos bioldgicos se pueden

clasificar en [12, 13]:
-Circadianos, con una duracion de aproximadamente 24 horas.

-Ultradianos, con una duracion que va desde algunos segundos hasta aproximadamente 20

horas como el ritmo cardiaco y la secrecion pulsatil de algunas hormonas como el cortisol.
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-Infradianos con una duracion desde 30 horas hasta algunos afos. Algunos ritmos infradianos
son el ciclo estral, las migraciones o las variaciones adaptativas en respuesta a las estaciones

del afio.
2.1.1 Ritmos circadianos

Entre los ritmos bioldgicos, los ritmos circadianos con un periodo de aproximadamente 24
horas, tienen una gran influencia en los procesos metabolicos, fisioldgicos y conductuales de
muchos organismos. El sistema enddgeno que permite a los organismos anticiparse y
responder a estimulos ambientales es el reloj circadiano, el cual se encarga de segregar
temporalmente numerosas funciones cognitivas, fisioldgicas y bioquimicas a distintas horas

del dia (Figura 1).

Estado de rmdsirma alerta
p—

Aurnenta la secrecion de tes-
tosterona, buen momento para
hacer deporte

Maxima coordinacion

IMenor tiemmpo
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Parada de la secreciin ) Tension arterial
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Mirmnina temperatura

corporal Inicio de la secrecidn

de melatonina

m Detencidn de movi-
mientos intestinales

Mézima relajacidn,
suefio profundo
Figura 1 — Respuestas generadas por el reloj circadiano.
Los ritmos circadianos permiten la anticipacion a los ritmos ambientales a tiempos especificos para que el

organismo pueda tener una respuesta fisioldgica adecuada. En la figura se muestran algunas de las respuestas
generadas por el reloj circadiano a lo largo del dia.
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En mamiferos, el ritmo circadiano mas evidente es el ciclo de suefio-vigilia[14], pero otros
aspectos cognitivos [15], incluyendo la capacidad de aprendizaje, niveles de alerta o incluso
el estado animico tienen un componente circadiano. Asi mismo, a nivel fisiologico, aspectos
como la presion sanguinea[16], la eficiencia muscular, los movimientos intestinales, la
frecuencia cardiaca o la temperatura[17] son algunos ejemplos de procesos que presentan
ritmicidad circadiana. En esta misma linea, pardmetros bioquimicos como pueden ser los
niveles de glucosa y lipidos en sangre[18], la liberacion de hormonas[19] (insulina, leptina,
grelina, glucagon, hormonas tiroideas, glucocorticoides, etc) y multiples rutas metabodlicas

en distintos tejidos del organismo oscilan a lo largo del dia [20].
2.1.2 El reloj circadiano se organiza jerarquicamente:

En mamiferos, el reloj circadiano esta organizado en una un sistema jerarquico formado por
relojes periféricos y un reloj central que controla principalmente los ritmos en la actividad
locomotora y se encarga de sincronizar los osciladores periféricos [21] (Figura 2). Muchos
tejidos cuentan con la maquinaria necesaria y tienen la capacidad de generar oscilaciones de
manera circadiana; sin embargo, dichas oscilaciones decaen en ausencia de un oscilador
central, y generalmente se considera que el reloj central dicta la sincronizacion de los relojes
periféricos [22]. Los osciladores periféricos permiten hacer mas eficientes los distintos
procesos fisioldgicos, por ejemplo, evitando que reacciones que son incompatibles entre si
converjan temporalmente, como ocurre en el higado, donde la ruta catabolica de la glucolisis
se da durante el periodo de actividad mientras que la gluconeogénesis estd temporalmente

restringida al periodo de descanso[23].
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Figura 2 — El reloj circadiano requiere ser sincronizado por estimulos ambientales.

Virtualmente todas las células en un organismo cuentan con la maquinaria necesaria para generar ritmos
circadianos. En la figura se muestran algunos osciladores periféricos (tejido adiposo, piel, pulmones, higado y
tracto digestivo) que presentan ritmos circadianos, Sin embargo, todos esos osciladores son sincronizados por
el NSQ (parte superior de la imagen) mediante sefiales neurales (flecha verde) y humorales (flechas azules) para
que se mantengan en fase con el ambiente. EL NSQ se sincroniza a su vez mediante el fotoperiodo ambiental
sensado por células ganglionares en la retina. El alimento también es un sincronizador potente en los tejidos
mostrados. [24]

En mamiferos, el reloj central se localiza anatobmicamente en grupo de aproximadamente
20,000 neuronas en la region del hipotdlamo denominado nucleo supraquiasmatico (NSQ)

[25].
2.1.2.1 Sincronizacion del reloj central

Dado que el periodo de oscilacion del reloj circadiano es solamente aproximado y no de
exactamente 24 horas, debe existir un mecanismo por el cual se sincronice con el ambiente
para evitar asi corrimientos de fase y pérdida de sincronicidad entre el ritmo del organismo
y los ritmos ambientales. Por ello, diariamente debe existir un estimulo ambiental que
sincronice las fases del organismo con el ambiente. Estos estimulos externos capaces de
resetear a los relojes endogenos se conocen como “zeitgebers” (del aleman, zeit (tiempo) y
geber (dador) o sincronizador, y en mamiferos, el principal zeitgeber es la luz ambiental [26,

27]. En el campo de los ritmos circadianos se utilizan dos términos para designar el tiempo
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u hora del ciclo, el ZT (zeitgeber time) donde ZTO es el momento en el que se inicia el
estimulo sincronizador (generalmente la luz) y ZT 12, que es cuando la exposicion al
estimulo termina (generalmente, cuando se apagan las luces). Cuando el estudio se realiza en
condiciones de luz u obscuridad constantes, se utiliza el término CT, el CT 0 corresponde al
tiempo presuntivo de encendido de las luces (antes de poner en fotoperiodo constante). CT
se utiliza también en cultivos celulares, donde CT O corresponde al inicio de la

sincronizacion.

A diferencia de organismos como plantas, insectos o pez cebra donde distintos tejidos son
capaces de ser sincronizados por estimulos luminosos, en mamiferos esta capacidad se
restringe al NSQ. La sincronizacion por estimulos luminosos en mamiferos requiere de un
sistema complejo que ocupa distintos tipos celulares [28], conos, bastones y una
subpoblacion de células ganglionares de la retina (denominadas intrinsecamente
fotosensibles). La capacidad de sincronizarse por la luz de ciertos roedores carentes de conos
y bastones dio lugar al descubrimiento de las células ganglionares de la retina intrinsecamente
fotosensible, quienes directamente otorgan la capacidad de sincronizacion del reloj
circadiano por sefiales luminosas ambientales. Ademas, dichas células reciben eferencias de
los conos y bastones sirviendo como punto de integracion [29, 30]. Anatomicamente, los
axones de las células ganglionares de la retina son proyectados al NSQ permitiendo la
sincronizacion directa con el fotoperiodo [31]. El pigmento presente en dichas células y que
permite la deteccion de la luz azul es la melanopsina. Sin embargo, debido a su baja
sensibilidad a la luz, en condiciones de escasa luminosidad se requiere de otras opsinas
presentes por ejemplo en los bastones, para la correcta sincronizacion. Los bastones por si
mismos y en ausencia de otros tipos celulares fotosensibles, también permiten cierta
sincronizacion bajo especificas condiciones luminosas [32]. Los conos contribuyen a una
sincronizacion mas fina gracias a su capacidad de discriminacion de distintos colores en la
luz como es el caso de variaciones en los niveles de luz azul y amarilla durante ciertos

momentos del dia [33].

La funcion del NSQ como oscilador central se ha demostrado en hamsters con la mutacion t
(tau), en los cuales los individuos heterocigotos tienen un periodo interno de 22 horas y los

homocigotos de 20 horas. Se les realiz6 ablacion de NSQ a hamsters WT, homocigétos y
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heterocigotos y se observo que al transplantar células de NSQ correspondientes a hamsters
con un periodo distinto, los hamsters adquirian el ritmo en actividad locomotora con el
periodo correspondiente al del animal del que recibieron el transplante, con lo que se
demuestra que el NSQ funciona como un marcapasos central en el organismo [25]. Ademas,
neuronas aisladas de NSQ generan oscilaciones circadianas de manera individual en sus
potenciales de accion [34]. En estas neuronas, conocidas como células reloj, se ha observado
que el pico de la actividad es del CT6 al CT7. Dado que en el estudio mencionado
anteriormente [34] se observo también que las oscilaciones de las c€lulas reloj individuales
se encontraban desincronizadas, se hipotetizd que debia existir un mecanismo por el cual
estas se sincronizaran. Debido a que GABA es el principal neurotransmisor del NSQ [35], se
realizaron estudios para probar su papel en el acoplamiento de las células reloj y se observé
que al aplicar GABA a células reloj en distintos tiempos circadianos (CT) se produce un
corrimiento de fase. Se demostrd también que pulsos de GABA durante un periodo de 5 dias
fueron capaces de sincronizar células reloj que en un inicio tenian fases opuestas de disparo

[36].
2.1.2.2 Sincronizacion de los relojes periféricos:

La sincronizacion de los osciladores periféricos se lleva a cabo desde el NSQ mediante
sefiales humorales, hormonales y neurales (Figura 2). Una de las mas relevantes es la
sefalizacion por glucocorticoides; debido a ello se utiliza un corticoide sintético, la
dexametasona, para sincronizar células en cultivo[37]. También se propone que podrian
actuar moléculas pertenecientes a la via de sefializacion de TGF-beta y activina, y se ha
demostrado que dicha via tiene un papel importante en la sincronizacion circadiana de los
rifones y glandulas adrenales [38]. La melatonina es una hormona secretada por la glandula
pineal durante la fase nocturna. La reduccion en la actividad del NSQ, permite el inicio de la
produccion de melatonina[39]. Esta hormona también puede modular el reloj central al ser
administrada por via intravenosa en ratas, donde el efecto generado es dependiente del ZT en
el que es administrada, generando cambios de fase [40]. La sefializacion neuronal del NSQ a
tejidos periféricos se da a través del sistema nervioso autonomo mediante la liberacion

cronometrada de moléculas como el GABA, vasopresina y péptido intestinal vasoactivo [24].
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El fotoperiodo que sincroniza al NSQ y posteriormente a todo el organismo mediante sefales
neuronales y humorales es el sincronizador mas potente; sin embargo, hay otro tipo de
estimulos que pueden servir como sincronizadores en algunos o6rganos y tejidos. Estos se
denominan sincronizadores de segundo orden y algunos de ellos son la ingesta de alimento,

interacciones sociales o la actividad fisica [41, 42].

De especial relevancia para esta tesis es el caso de la ingesta de alimento. Observaciones en
distintos mamiferos han mostrado un comportamiento denominado actividad anticipatoria
del alimento, que son variaciones en el comportamiento del animal momentos antes del
periodo de disponibilidad de alimento. Este comportamiento parece ser independiente del
reloj central ya que persiste en ratones Bmall”~ [43]. En ratas de laboratorio, la actividad
anticipatoria al alimento puede ser sincronizada a fases distintas corriendo las horas de
alimentacion [44]. Un hallazgo interesante que denota la importancia del alimento como
sincronizador en determinados tejidos fue la observacion de que, mediante la administracion
de alimento en momentos restringidos del dia, los relojes del higado y rifiones en ratones KO
para BMALI en el NSQ fueron sincronizados. Estos animales también conservaban la
actividad anticipatoria del alimento [45]. Estudios més recientes en los que la alimentacion
de ratones se restringe temporalmente a la fase diurna (opuesta a la fase normal) muestran
que, de manera interesante, la fase de expresion de los genes circadianos en higado es opuesta
a la de los animales con alimentacion ad libitum (alimentacién preferencial en la fase
nocturna); sin embargo, el NSQ conserva su expresion circadiana normal y opuesta a la del
higado. Esto muestra un desacoplamiento del reloj central con el del reloj periférico del

higado, el cual se sincroniza preferencialmente por el alimento en horario restringido [46].

También se sabe que interacciones sociales son capaces de sincronizar el reloj circadiano
desde etapas tempranas. En rata, se ha observado mediante la técnica de autoradiografia de
2 deoxiglucosa en el NSQ, que el metabolismo de glucosa ocurre de manera circadiana a
partir del dia 19 de gestacion[47]. Interesantemente, dicha sincronizacion del reloj fetal se
puede abatir mediante la ablacion del NSQ de la madre durante la gestacion, evidenciando la
capacidad de generacion de dicho ritmo del feto a partir del ritmo circadiano de la madre
[48]. Posteriormente, existe evidencia del papel de la interaccion social en la sincronizacion

de los ritmos circadianos en estudios en los que grupos de animales se colocan en ciclos de
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luz/luz u obscuridad/obscuridad y se observa que el ritmo de actividad para los individuos

del grupo es sincrénico [49].

Otro tipo de estimulo que pueden funcionar como sincronizador es el ejercicio de resistencia
en el musculo esquelético alterando la fase de expresion de algunos genes del reloj de manera

independiente del NSQ, algo similar a lo mencionado anteriormente para el higado [50].

2.2 Maquinaria molecular del reloj circadiano

La maquinaria del reloj circadiano se compone por loops de transcripcion y traduccion que
se retroalimentan. El loop central activador estd dado por el factor de transcripcion
heterodimérico CLOCK/BMALT formado por las proteinas CLOCK y BMALI, ambas con
motivo hélice bucle hélice basica (PHLH). El heterodimero CLOCK/BMALI se recluta de

manera ritmica a su secuencia consenso en el genoma, denominada E-box (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismo molecular del reloj central.

El nucleo se muestra en color azul y el citoplasma en amarillo para diferenciar el compartimento en que ocurre
cada proceso. Se ejemplifica el proceso con un CCG, el cual muestra el factor de transcripcion heterodimérico
CLOCK/BMALI unido a su secuencia consenso (E-box), entre los CCG se muestran los que dan lugar a las
proteinas PER y CRY. Estas se acumulan en el citoplasma a lo largo del dia y al final de este se translocan al
nucleo donde inhiben la actividad de CLOCK/BMALTI dando lugar a un loop de retroalimentacion negativa. Se
muestran las proteinas ROR’s y REV-ERBs, que regulan la transcripcion de Bmall dando un nivel adicional
de regulacion del reloj. Por tltimo, se muestra en la caja inferior un tercer nivel de regulacion dado por CCG
que codifican para factores transcripcionales en los que se encuentra DBP. Estos regulan diversos procesos
metabolicos tanto en SNC como en la periferia. Figura adaptada de ([51]).

Esta se encuentra en los promotores de los genes controlados por el reloj (CCG), induciendo

de esta manera su activacion transcripcional. El reclutamiento ritmico de CLOCK/BMALI
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a la cromatina se ha observado en estudios de ChIP-PCR y ChIP-seq en tejidos de raton. Las
evidencias indican que el heterodimero CLOCK/BMALI1 se une de manera ritmica a la
cromatina, concretamente a los elementos E-box localizados en sus genes blanco. La unioén
se produce entre los ZT6-8, y es entonces cuando el complejo activador puede desencadenar
directamente fenomenos de expresion génica (Figura 4) [52, 53]. Entre los CCG que
transcriben, se encuentran los represores de la maquinaria del reloj, que codifican para las
proteinas Periodo (PER1-3) y Cryptocromo (CRY1-2) [54]. Estas proteinas comienzan a
acumularse en el citosol hasta que son capaces de heterodimerizar en dimeros PER/CRY y
translocarse al nicleo, donde reprimirén la actividad transcripcional de CLOCK/BMALI. El
mecanismo de inhibicidn no estd bien definido, pero podria involucrar cascadas de
fosforilacion de los heterodimeros CLOCK/BMALI, lo que podria provocar su disociacién
de los sitios E-box o determinar su estabilidad[55]. Los complejos PER/CRY tienen una
vida media corta, son degradados por via proteosomal [56, 57]. En general, se considera que
cuando los niveles de represores comienzan a disminuir, los complejos CLOCK/BMALI
quedaran libre para iniciar un nuevo ciclo de transcripcion sobre los CCG [54]. Al analizar
mediante ChIP-seq la dinamica de reclutamiento de los represores a la cromatina, se observa
que aparecen durante la fase activa, a los ZT 16-20, en higado de raton[53]. Estos ciclos de
activacion y represion transcripcional mediados por la maquinaria molecular del reloj tienen

una duracién aproximada de 24 horas.

18



(A) ‘Ekbmmﬁ (B)

52965000 |

S

cTo cT4 cT8 Criz CTie CT20 KO

1.0

BMALL

BMAL1

S S

=

CLOCK

(RPMx10)
.
[

NPAS2

=

It

soBlbkracilEkeacBRknscfERknac BREnas JE
CRY2

=

Average coverage

PER1

I

)

e

CRY1

PER2

=P =P
FEFER

m____.r - R R o L~ L~ | L~
Sphk2 n— ) [ [ ) [ [ [
Mammatcons . JL(NANAGH W B . NF W . D BURN L Distance from peak (bp)

Figura 4 - Reclutamiento circadiano de la maquinaria del reloj en el gen Dbp.

A) Estudio de ChIP-seq en higado de ratones para el promotor del gen Dbp. En el eje vertical al lado del nombre
de cada proteina se muestran los tiempos circadianos (CT) del 0 al 20. Se observa ritmicidad en la unién de las
proteinas mostradas a lo largo del dia circadiano en distintas regiones regulatorias del gen Dbp (flechas). Se
observa también que la fase de los activadores transcripcionales CLOCK, BMAL1 y NPAS2 (sefialada en
recuadros rojos) es opuesta a la de los represores PER1, PER2, CRY1 y CRY2 (recuadros azules). B)
Cuantificacion de la cantidad de proteina en el gen Dbp a distintos tiempos circadianos, mostrando las fases
invertidas en las proteinas activadoras y represoras ([54]).

Un nivel adicional de regulacion esta dado por los receptores nucleares RORs y REV-ERBs,
los cuales regulan la transcripcion de BMALI (gen ARNTLI) y en menor medida de clock.
Las proteinas ROR son un activador de la transcripcion mientras que los REV-ERB
funcionan como represores, y ambos actiian mediante la unién a los elementos RORE en los
promotores de genes[58]. La expresion circadiana de Rora (RORa) y Nridl (REV-ERBa)
que compiten por la unién a los sitios RORE en el promotor de ARNTLI1 otorga ritmicidad
a su transcripcion, generando un loop de retroalimentacion auxiliar que brinda mayor
robustez al reloj circadiano [26]. El pico en la transcripcion de Ror corresponde al pico en la
transcripcion de los genes CLOCK y ARNTLI mientras que el pico del gen Nrlidl
corresponde con sus niveles mas bajos de transcrito [59]. De manera interesante en estudios
de ChIP-seq de REV-ERBa en higado de raton, también se ha observado la union de esta
proteina a elementos regulatorios muchos de los cuales estan asociados a metabolismo

lipidico durante el ZT 10 mientras que en la fase opuesta, a ZT22, practicamente la sefial de
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REV-ERBa en estos sitios es nula, evidenciando la union ritmica de esta proteina a la

cromatina [60].

Adicionalmente a estos mecanismos de regulacion mencionados, entre los CCG transcritos
por CLOCK/BMALLI (Figura 4) se encuentran los genes correspondientes a los factores de
transcripcion DBP, TEF y HLF, quienes constituyen la familia PAR-bZIP (Ricos en Prolina
y aminidacidos acidicos cremallera -ZIPper- de leucina basica). Estos factores de
transcripcion se unen a las secuencias consenso D-Box y dan lugar a la transcripcion ritmica
de otra serie de genes [1]. Entre estos se ha visto que el gen Per/ tiene un sitio de union de
proteinas PAR al cual se demostré DBP es capaz de unirse e inducir su transcripcion. Dado
que el gen Perl tiene adicionalmente 3 sitios E-box, se demostrd también que DBP es capaz
de potenciar la transcripcion dada por la union de CLOCK/BMALI a dichos sitios E-box,
indicando que DBP podria tener un papel en el loop circadiano principal [61]. Por tanto, los
factores de transcripcion PAR constituyen un nivel adicional de regulacion circadiana, ya
que al estar presentes estos factores de transcripcion de manera ciclica, impondran ritmicidad

a genes subordinados.

2.2.1 El gen Dbp

De los 3 factores PAR bZip, Dbp (D-box binding protein) es el que surgié mas temprano en
la evolucion a partir de Pdp! de Drosophila. Posteriormente, surgieron HIf'y Tef. En algunos
grupos de vertebrados se perdid Dbp; sin embargo, los mamiferos conservan los 3 factores
transcripcionales. Por la cantidad de genes que regulan y su conservacion en mamiferos, se
deduce la importancia de cada uno de estos factores transcripcionales para la adecuada

regulacion de los procesos en que se encuentran involucrados [62].

DBP, HLF y TEF debido al motivo bZip son capaces de homo y heterodimerizar, formando
preferencialmente homodimeros y heterodimeros entre ellos tres a dimeros con otros factores
transcripcionales con motivo bZip. Esto aumenta la complejidad en la regulacion génica que

pueden ejercer estos tres factores transcripcionales [63].

Ratones KO para los tres factores PARbZip mueren prematuramente (durante los primeros

tres meses), generalmente debido a crisis epilépticas espontaneas e inducidas por sonido.
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Esto se atribuye a un desbalance en los niveles de neurotransmisores originado por la
deficiencia de la enzima piridoxal cinasa, involucrada en la sintesis de piridoxal fosfato, un
cofactor de enzimas relacionadas en la sintesis de aminoacidos y por lo tanto de

neurotransmisores derivados de estos [62].

Después de tres meses, estos ratones triple KO contintian muriendo de manera prematura y
muestran sefiales de envejecimiento prematuro. Esto se atribuye principalmente a
disminucién en la expresion de genes relacionados con la detoxificacion de xenobioticos,
proceso en el que se ha observado pertenecen la mayor parte de los genes regulados por estos
factores transcripcionales. Entre los genes regulados por los factores PARbZip, se encuentran
genes involucrados en las tres fases de la detoxificacion de xenobidticos: modificacion,
conjugacion y excrecion. Por lo tanto, este proceso de detoxificacion ocurre de manera

circadiana, estando favorecido durante la fase nocturna[62, 64].

De manera interesante, se ha observado que ratones KO para los tres factores PARbZip,
presentan alteraciones en el metabolismo de xenobioticos. Algunos genes regulados por estos
factores presentan disminucion en sus niveles, como es el caso de Cyp2c50 y Cyp2bl10,
mientras que otros presentan alteraciones en sus perfiles circadianos de expresion como CAR
y Alas1. Los animales muestran caracteristicas propias de estrés debido a xenobioticos, como
un aumento en la masa hepatica, niveles elevados de la alanina amino transferasa y

desempefio bajo en la prueba de eliminacion de fenobarbital [65].

En higado de raton, Dbp (D-box binding protein) es el que presenta mayor amplitud en sus
oscilaciones circadianas, y la diferencia entre el pico y el punto mas bajo de concentracion
proteica es aproximadamente del triple [66]. En higado, Dbp tiene un pico en su nivel de
mRNA entre los ZT 8-9, en la misma fase que HIf'y Tef (Figura 5A) y opuesta al represor
transcripcional E4bp4 (Nfil3) (Figura SA). A nivel de proteina, los niveles maximos de DBP
se acumulan entre ZT 12-16, de manera opuesta al represor E4BP4 (Figura 5B) [1].
Interesantemente, durante los picos de transcripcion de Dbp, se observo mediante ChIP que
dicho gen se encuentra enriquecido en las marcas acetilacion de la lisina 9 de la histona H3
(H3K9ac) y trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3), las cuales estan
relacionadas con cromatina transcripcionalmente activa. Por otro lado, la marca dimetilacién

de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me2) y proteina de heterocromatina 1 (HP1), que se
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asocian a cromatina silenciada, se encuentran enriquecidas de manera antifasica a las marcas
anteriores, por lo cual el gen Dbp experimenta transiciones entre eucromatina y

heterocromatina facultativa a lo largo del dia [67].

En ensayos de EMSA para la region a la que se unen los factores de transcripcion PAR, se
ha observado que al aplicar extracto celular de ratones control y nulos para Dbp, que el grupo
control da una marca de alta intensidad en los ZT 16 y 20 mientras que la marca se pierde
casi por completo en los ratones nulos para Dbp. Por lo tanto, se conoce que la proteina DBP
es la que se une de manera predominante a los sitios de union a PAR y que la proteina esta
presente en mayor cantidad a los ZT mencionados [68]. Ratones nulos para Dbp han
demostrado también tener un periodo significativamente mas corto, asi como una
disminucién en su actividad locomotora en comparacion a ratones WT [68]. Entre los genes
transcritos por DBP se encuentran la albimina, colesterol 7 o hidroxilasa, involucrada en la
sintesis de colesterol, y genes del citocromo P450, implicados en la detoxificacion de

xenobioticos [61].

Dentro de la secuencia del gen Dbp, se han identificado siete sitios de hipersensibilidad a
DNAsal. Cinco de estos sitios oscilan con la misma fase de oscilacion que la transcripcion
de Dbp, y en tres de ellos existen motivos E-box (CACGTG) [69]. Estas E-boxes son blancos
para la unién del complejo CLOCK/BMALI (Figura 4) y, en ratones transgénicos con
mutaciones en estos sitios, la union de complejos CLOCK/BMALL Yy las oscilaciones en las

marcas epigenéticas disminuyen, lo que genera silenciamiento transcripcional del gen[67].

A) Figura 5 - Niveles circadianos de mRNA y proteina de los
factores PAR-Bzip
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10 mientras que el represor tiene una fase inversa. En el panel
inferior se muestran los niveles de proteina para DBP. DBP se
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2.2.1.1 Ritmos circadianos en higado

En los relojes periféricos, la alimentacion ha demostrado ser un zeitgeber importante (Figura
6). Dado que la fisiologia de la mayoria de organos esta relacionada con la ingesta de
alimento y agua, se ha observado en estudios en roedores (alimentacion nocturna 80%) que
al proveer de alimento solo durante la fase luminica (o periodo de descanso en los roedores),
los ritmos en la transcripcion de genes circadianos invierten su fase en el higado. Entre los
genes que se analizaron, se encuentran Per/-3, Cryl-2y Dbp. Para rifion, pancreas y corazon,

el gen Dbp también presenta dicha fase invertida[46, 70].

El higado es el segundo 6rgano de mayor tamafio en el organismo, representando del 1.5 al
2.5 % del peso corporal seco. Este 6rgano tiene una funcién metabolica importante en el
debido a que participa en la homeostasis de carbohidratos (glucogenogénesis, glucogendlisis
y gluconeogénesis), lipidos (lipogénesis, B oxidacidn, sintesis de lipoproteinas, colesterol y
fosfolipidos) y de proteinas (transaminacion, desaminacion y sintesis de urea) [71]. Puesto
que muchos de estos procesos metabolicos que se realizan en el higado presentan ritmicidad
circadiana (Figura 6), muchos de los genes que codifican para enzimas limitantes en estos
procesos se transcriben ritmicamente. En total, un 15-25% del transcriptoma hepatico es
ritmico. Consecuentemente, en el higado y en distintos tejidos involucrados en la digestion,
los ritmos de alimentacidon — ayuno del organismo son un importante zeitgeber (Figura 6)
[72]. Adicionalmente, el higado juega un papel importante en la respuesta a drogas y
xenobioticos gracias a la expresion de un gran nimero de enzimas y receptores involucrados

en su biotransformacion [73].
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Sefiales ambientales
Luz/obscuridad Alimentacion

Figura 6 - Ritmos circadianos en el higado.

Del lado izquierdo de la figura se muestra el reloj central
(SCN) sincronizado mediante estimulos Iuminosos al
fotoperiodo ambiental, esta estructura es la encargada de
sincronizar a los relojes periféricos en el resto del
organismo al ritmo ambiental. Del lado derecho se
muestran  relojes  periféricos involucrados en el
metabolismo. Adicionalmente a la sincronizaciéon dada por
el SCN, el alimento es un sincronizador muy importante en
estos 6rganos. En el recuadro inferior se muestran algunas
respuestas fisiologicas del organismo que presentan
ritmicidad. ([72]).

Output circadiano
Suefio-vigilia
Secreciones hormonales
Procesos circadianos en higado:
Gluconeogénesis, metabolismo de xenobidticos,
lipogénesis y biogénesis mitocondrial.

2.2.2 El reloj molecular regula un epigenoma circadiano

Los ritmos circadianos se basan en la generacion de programas transcripcionales con
especificidad temporal, es decir genes que se transcriben durante cierta fase del dia y
permanecen silentes durante la opuesta, esto requiere que la cromatina sea altamente
dinamica. La secuenciacion masiva ha permitido el descubrimiento de caracteristicas

asociadas a la transcripcion o represion génica a nivel del genoma de manera circadiana.
2.2.2.1 Elementos requlatorios que oscilan en el genoma

Una primera aproximacion para determinar la presencia de elementos regulatorios
(promotores, enhancers, silencers e insulators) es la busqueda de sitios de hipersensibilidad
a DNAsa (DHS), los cuales corresponden a secuencias depletadas de nucleosomas, asociadas
a sitios accesibles para la union de factores de transcripcion o proteinas arquitectonicas [74].
Para los genes circadianos, la sefial en los DHS oscila, siendo mayor durante su periodo de
actividad transcripcional, y menor en la fase opuesta en la que sus niveles transcripcionales

son muy bajos o nulos [75]. Ensayos de footprinting, los cuales son indicativos de proteccion
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de la actividad de la DN'Asa por unioén de proteinas al DNA como factores de transcripcion,

corroboran estas observaciones[75].

En higado de raton, se ha observado que los heterodimeros CLOCK/BMALTI se pueden unir
a elementos “enhancer”. En este sentido, se ha reportado que aproximadamente el 30% de
eRNA’s (RNAs derivados de elementos enhancer) presentan oscilaciones. Ademas, el 76%
de CCG tienen un eRNA asociado oscilando en una fase similar a la suya dentro de una
distancia de 200kb del sitio de inicio de la transcripcion (TSS). Los enhancers circadianos
estan enriquecidos en motivos E-box, D-box asi como Rev-DR2 y RORE’s, lo cual apunta a
que son regulados por factores transcripcionales de la maquinaria molecular circadiana
(Figura 7) [76].
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Figura 7 - eRNA''s circadianos y regulacion por factores transcripcionales circadianos.

En el panel A) se muestra la oscilacion en los niveles de eRNA s circadianos la cual es indicativo de la actividad
oscilatoria de los enhancer. En el panel B) se muestra la presencia de motivos en distintas fases del ciclo
enriquecidos de acuerdo a los eRNA s expresados en dichas fases. ([76])

2.2.2.2 Modificaciones postraduccionales de las histonas presentan dindmica circadiana.

Los factores transcripcionales interactian con una serie de remodeladores de la cromatina
para volver la cromatina mas o menos accesible para la transcripcion. Estudios de ChIP-seq
demuestran que la polimerasa II (Pol II) asi como las marcas de histona trimetilacion de la
lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3) y de la lisina 36 y (H3K36me3), relacionadas con
promotores de genes transcripcionalmente activos y elongacion de la transcripcion
respectivamente, aparecen ritmicamente en los CCG, encontrandose enriquecidas durante la

fase de mayor actividad transcripcional y disminuidas en la fase inversa [77].



Otra modificacion asociada con activacion transcripcional es la acetilacion de histonas. La
introduccion de grupos acetilo en los residuos de lisina de las histonas neutraliza sus cargas
positivas, y por tanto disminuye la afinidad de union del ADN con las histonas. La acetilacion
de histonas confiere a la cromatina un estado laxo permitiendo la asociacion de otras
proteinas al ADN [78]. En este sentido, las marcas acetilacion de la lisina 9 y la lisina 27 de
la histona H3 (H3K9ac y H3K27ac) aparecen ritmicamente en los CCG. La primera tiene un
incremento en la sefial observada durante la fase diurna de acuerdo a lo esperado debido a la
actividad transcripcional propiciada por la actividad del heterodimero CLOCK/BMALL. Sin
embargo, para la H3K27ac se encontré que la mayor sefial esta presente en la fase opuesta.
Esto podria ocurrir debido a que H3K27ac es una marca enriquecida principalmente en
elementos enhancer, los cuales podrian tener una fase de actividad mas amplia o distinta a
los CCG. También esta tendencia fue observada para la marca H3K4mel caracteristica de

enhancers [53].

El complejo CLOCK/BMAL recluta a las acetil transferasas de histona (HATs) P300, CBP
y PCAF, favoreciendo la transcripcion de sus genes blanco [79]. Se ha observado que el
heterodimero CLOCK/BMALI activa la transcripcion de Per! mediante acetilacion de la
histona H3 en su promotor. Se propone como responsable de esta acetilacion a la HAT P300,
ya que se asocia con la proteina CLOCK, en el ZT6 que corresponde al momento en que
CLOCK/BMALI se encuentra unido a la cromatina[80]. La acetilacion de H3 también esta
presente en los promotores de los genes Per2, Cryl y Dbp cuando estan transcripcionalmente
activos. Ademds, la proteina CLOCK posee un dominio de acetil transferasa, asi como
motivos de union a acetil CoA y tiene actividad HAT. Al ser mutados los dominios
mencionados, se silencian los CCG. CLOCK tiene alta especificidad para introducir grupos
acetilo en las histonas H3 y H4 siendo las marcas H3Kl14ac y H3K9ac las generadas

mayoritariamente por esta proteina [81] [82].

Para la regulacion circadiana de la transcripcion debe existir un balance entre acetilacion y
desacetilacion de los genes a lo largo del dia (Figura 8). Una de las proteinas responsables de
mantener este balance es la desacetilasa de histonas (HDAC) SIRTI, la cual tiene actividad
que oscila de manera circadiana en higado de raton, presentado su pico durante la fase de

menor actividad transcripcional de genes circadianos regulados por CLOCK/BMALI
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(ZT15). Interesantemente, al analizar la acetilaciéon de H3 en el promotor del gen Dbp en
fibroblastos embrionarios de raton (MEFs) sincronizados, se observd que oscila en fase con
la transcripcion del gen. Los inihibidores de SIRT1 eliminan la ritmicidad en la acetilacion
del promotor de Dbp, provocando a nivel transcripcional un aumento sostenido en los niveles
de transcrito. Interesantemente, SIRT1 se recluta ritmicamente al promotor y E-box del intron
1 de Dbp [83]. Estos datos revelan que SIRT1 juega un papel indispensable para la regulacion
circadiana del gen Dbp.

Figura 8 - Enzimas modificadoras de histonas participan

en la regulacion de CCG.

En la figura se muestran en la parte superior las
o modificaciones en la histona H3 que ocurren durante la fase
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De manera importante, SIRT1 utiliza como cofactor para sus reacciones de desacetilacion al
metabolito dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD™). Por ello, se postula que el NAD"
podria ligar el estado metabolico del organismo con cambios en la expresion génica [84]. El
NAD" oscila de manera circadiana debido a la oscilacion de una enzima involucrada en su
principal ruta biosintética en mamiferos, la NAMPT, cuyos niveles de mRNA y proteina
oscilan en higado de raton en fase con los ritmos en la oscilacion de su metabolito asociado
NAD' [85]. Esto también se ha visto en MEFs, donde adicionalmente se demostré el vinculo
directo de la oscilacion de NAD™ con la maquinaria central del reloj circadiano. Asi, en MEFs
KO para Clock y para Cryl/Cry2, la oscilacion del NAD" se pierde. El complejo
CLOCK/BMALI se recluta al promotor de Nampt durante su fase transcripcionalmente
activa[86]. Este mecanismo podria por lo tanto contribuir a la actividad circadiana de SIRT1,

y es sensible a ciertas condiciones como la alimentacion con dietas ricas en grasas [87].
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Adicionalmente, REV-ERBa recluta a la desacetilasa HDAC3 presente en un complejo con
NCoR durante su fase de unién a sus elementos blanco RORE (ZT10), promoviendo la
desacetilacion de H3K9 en estas regiones en higado de raton. En ratones KO para HDACS3,
los genes regulados por REV-ERBa (muchos de los cuales se encuentran asociados con
metabolismo lipidico) se encuentran sobreexpresados, demostrando la importancia de REV-
ERBa en la ritmicidad transcripcional de CCG asi como el proceso de metabolismo de lipidos

[60].

Se ha observado también oscilacion en las marcas H3K27me2 y H3K27me3 asociadas con
represion transcripcional. Estas marcas aumentan en los promotores de Perl y Per2 durante
la fase nocturna (ZT 18-24), que correlaciona con el reclutamiento a la cromatina de la

metiltransferasa de H3K27 EZH2 [88].

2.3. Arquitectura espacial de los genes en el nucleo

El genoma no esta distribuido aleatoriamente en el nucleo celular, existen distintos niveles
de organizacion y dominios en los que se organiza tanto a nivel nuclear como intra-

cromosomal (Figura 9).
2.3.1 Organizacién nuclear del genoma en territorios cromosdmicos.

Desde un punto de vista del posicionamiento de los cromosomas en el nticleo, se organizan
los territorios cromosodmicos, que corresponden con regiones discretas del nucleo donde se
ubican los cromosomas en interfase [89]. Ademas, se conocen algunas caracteristicas
definidas respecto a la posicion radial de regiones cromosémicas dentro del nucleo: las
regiones del cromosoma que son ricas en genes tienden a ubicarse en el centro del nucleo,
mientras que las regiones con baja densidad de genes se ubican en la periferia. También los
cromosomas con baja densidad génica tienen una posicion periférica respecto a aquellos con

alta densidad génica [90].
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Estos dominios, sin embargo, no representan unidades restrictivas para el contacto de
regiones pertenecientes a distintos cromosomas ya que, en los bordes de los territorios
cromosomicos, secuencias de distintos cromosomas entran en contacto mediante la
formacion de asas de cromatina, las cuales son de relevancia para la regulacion

transcripcional del genoma [91].

Territorios cromosomicos Asas de cromatina
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Figura 9 - Compartamentalizacion del genoma.

El genoma se encuentra organizado en varios niveles, en orden jerarquico los territorios cromosémicos,
compartimentos, TAD’s y asas de cromatina. Los TAD’s se pueden distinguir en matrices de Hi-C como se
muestra en la parte inferior de la figura. Su papel es el de restringir las interacciones enhancer promotor al
interior del TAD. Las asas de cromatina generalmente ponen en contacto elementos regulatorios enhancer-
promotor.

2.3.2 Compartimentos

Con el surgimiento de la técnica Hi-C que permite la evaluacion de las interacciones de todo
el genoma de manera simultdnea, una de las primeras observaciones fue que los cromosomas
se pueden dividir en dos distintos compartimentos, los contactos entre loci del mismo
compartimento se encuentran enriquecidos mientras que al analizar los contactos entre loci
de distinto compartimento estos se encuentran disminuidos. A estos compartimentos se les

denomin6 A y B.
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Los compartimentos no se restringen al nivel de cromosoma, la compartamentalizacion se
conserva a nivel de todo el genoma, es decir, la tendencia de encontrar mayor frecuencia de
interaccion entre loci pertenecientes al mismo compartimento se conserva también en trans
[92]. La cromatina esta mas densamente empaquetada en el compartimento B, mientras que
el compartimento A estad enriquecido en genes, presenta mayores niveles transcripcionales y
es mas accesible. El compartimento B también esté enriquecido en las marcas H3K36me3 y
H3K27me3. Por tanto, en general se acepta que el compartimento A contiene regiones

transcripcionalmente activas y el B engloba regiones de heterocromatina [92].

Los compartimentos A y B pueden reorganizarse durante la diferenciacion celular. De este
modo, regiones que pasan del compartimento A al B presentan disminucion de su actividad
transcripcional mientras que el paso de B al A conlleva un aumento. En general, durante la
diferenciacion se gana heterocromatina, produciéndose una expansion del compartimento B,

mostrando que esta directamente relacionado con el estado de heterocromatina [93].

El mecanismo mediante el cual se forman los compartimentos ain no estd completamente
descrito. Parece ser independiente de cohesina asi como de la proteina arquitectural CTCF,
quienes si estan involucradas en la formacion de loops. Algunos de los mecanismos
propuestos involucran la separacion de fases [94] que podria estar dada por la formacion de

heterocromatina, o la transcripcion [95].
2.3.3 Dominios asociados topologicamente

Los compartimentos estan formados por segmentos de cromatina o bloques que constituyen
la unidad basica de organizacion del genoma, denominados dominios asociados
topoldgicamente (TAD’s). El descubrimiento de estas unidades fue posible gracias a la
generacion de experimentos de Hi-C con mayor resolucion a expensas del aumento de la
profundidad de secuenciacion [92]. Con estos datos, una de las observaciones realizadas fue
que existen regiones que presentan frecuencias muy altas de interaccion dentro de si. A partir
de cierto punto, las interacciones disminuyen abruptamente, sugiriendo la presencia de
barreras en la periferia de los TAD's que los mantienen aislados de los adyacentes [96]. Los
motivos de CTCF convergentes presentes en el borde de algunos TAD's dan lugar a la
formacion de asas de cromatina que abarcan la totalidad del TAD, a estas estructuras se les

denomina dominios de loop [97].
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Generalmente, en las fronteras de TAD's se encuentran sitios de union de la proteina CTCF.
A diferencia de la formacion de loops que requiere de sitios de CTCF convergentes (Forward
— Reverse), en las fronteras del TAD la gran mayoria de pares de sitios CTCF (90%) tienen
orientacion divergente (Reverse — Forward). Esto sugiere que los sitios de CTCF en esta
orientacion son capaces de establecer una barrera o insulator que restringe las interacciones

entre los TAD’s [98].

Otra caracteristica de los TAD's es que los loci dentro de un TAD tienden a compartir el
mismo estado cromatinico, la similitud en el estado cromatinico de loci dentro de un mismo
TAD no se mantiene al compararlos con loci equidistantes pero localizados en otro TAD

[97].

Se ha demostrado que los TAD's tienen un papel en la regulacion génica, las fronteras de los
TAD restringen la funcion de los elementos enhancer a los genes localizados dentro del TAD
y evitan que activen ectopicamente genes localizados en otros TAD's, la disrupcion de las

fronteras genera disrupciones en la regulacion génica [99].
2.3.4 Asas de cromatina

Las interacciones entre dos loci dentro del TAD, tipicamente enhancer-promotor, asi como
entre las fronteras de algunos TAD’s dan lugar a estructuras denominadas loops o asas de
cromatina. Dentro del TAD, estas estructuras colocan en proximidad espacial elementos
regulatorios distales en la secuencia lineal (generalmente ubicados dentro de 1 Mb de
distancia del gen) con sus genes blanco, permitiendo la regulacion espacio-temporal de la
expresion génica [76, 100, 101]. Gracias al anélisis con técnicas de captura conformacional
de cromosomas, se ha observado que la frecuencia de interaccién entre secuencias
relacionadas funcionalmente es mas alta que con otras secuencias no relacionadas entre si
que tienen distancias similares de separacion. El modelo mas aceptado para la formacion de
asas de cromatina es el denominado modelo de extrusion de asa, en el cual se propone la
participacion de factores de extrusion de asa (complejos multiprotéicos cohesina). Aunque
los mecanismos aun no se encuentran totalmente descritos, una de las ideas mas apoyadas es
que el complejo cohesina forma una horquilla a través de la cual transloca la fibra de
cromatina, esto requiere de la hidrolisis de ATP. La elongacién del asa ocurre hasta que es

detenida por proteinas arquitecturales como pares de CTCF en orientacién convergente,
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CTCFL o YY1. De esta manera, el posicionamiento de ciertas proteinas arquitectonicas

determinari el alcance del asa.

Adicionalmente, el complejo cohesina sufre un recambio constante mediado por el complejo
que carga cohesina Scc2/NIPBL-Scc4/MAU2 y el factor liberador de cohesina Wapl,

permitiendo la remodelacion dindmica de la arquitectura del genoma [102].
2.3.5 Fabricas transcripcionales

Otro dominio nuclear importante son las denominadas fabricas transcripcionales. Mediante
marcaje con Br-UTP, se aprecia que la transcripcion no ocurre de manera homogénea a lo
largo de todo el nucleo, sino que se lleva a cabo en regiones discretas a las que se les
denomina fabricas transcripcionales [103]. Estas regiones colocalizan con cimulos de la
enzima RNA pol II activa [104], en un promedio de 5 moléculas de RNA pol II por fabrica,
asi como complejos remodeladores de la cromatina, factores de transcripcion y
modificadores de histonas (Figura 10) [105]. Se ha observado también en células eritroides
que genes distantes entre si en la secuencia lineal (hasta 40 Mb) tienden a colocalizar en
fabricas transcripcionales. Ademas, el porcentaje de colocalizacion aumenta en alelos que
estan transcripcionalmente activos, indicando que al momento de la transcripcion los genes
migran a las fabricas transcripcionales [106]. La asociacion de distintos genes en las fabricas
transcripcionales no es aleatoria. Por una parte, la gran mayoria de genes que se asocian se
encuentran en cis, y se atribuyen a genes ligados debido a su cercania en la molécula de
ADN; sin embargo, también se observan ciertas asociaciones en frans que son relevantes, el
caso mas estudiado es el de los genes de receptores olfatorios y elementos enhancer
intergénicos distribuidos en distintos cromosomas [107, 108] o la colocalizacion del gen de
interferon y con sitios hipersensibles a la DNAsa (correspondientes a promotores y elementos

enhancer) ubicados en otros cromosomas en el locus génico de citocinas TH2 [109] .

Interesantemente al hacer un analisis de motivos de las secuencias que interactiian con los
genes Hba y Hbb (hemoglobina alfa y beta), se encontrd enriquecimiento en el motivo del
factor transcripcional KLF1 (Kruppel Like Factor 1), regulador de genes eritroides y
principal input regulatorio de Hba y Hbb. Esto sugiere la presencia de asociaciones de genes

co-regulados por un factor transcripcional [110]. Estos resultados demuestran que el
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interactoma de una fébrica transcripcional estaria formado por una asociacion funcional y

especifica de genes co-regulados transcripcionalmente. (Figura 9) [111].

Modelos de plegamiento de polimeros predicen un decremento en la frecuencia de contactos
mas allad de 1 Mb de distancia, lo cual se puede observar claramente en mapas de interaccion
de Hi-C o 4C [112]. Esto no excluye la posibilidad de que dichos contactos sucedan, sin
embargo, estarian presentes unicamente en ciertas células en las que estas regiones distales
y cromosomas (para el caso de interacciones intercromosomales) se encuentren en
proximidad. Este evento daria lugar a una regulacion variegada para este tipo de interacciones

muy distales [113].

Mas recientemente, en estudios de ChIA-PET, una técnica que permite la deteccion de
interacciones a nivel de todo el genoma en cromatina previamente inmunoprecipitada para
una proteina particular, se ha observado que secuencias de DNA con sitios de union para el
receptor de estrogenos tienden a contactarse. De manera interesante, se encuentra que las
interacciones mas representadas son las que presentan mayor enriquecimiento en motivos de
union a este factor transcripcional [114]. En otro estudio, se realizo6 ChIA-PET
inmunoprecipitando Polll, y se encontré que la mayoria de los genes involucrados en
interacciones y con union de Polll se encuentran en complejos multigenes (mas de dos
genes), ademdas de que los genes involucrados en estos complejos tienden a tener niveles
mayores de transcripcion. Estos resultados ponen en evidencia desde una perspectiva de
analisis molecular la existencia de fabricas transcripcionales, donde genes activos

transcripcionalmente se encuentran agrupados (Figura 10) [115].

Posteriormente, surgieron estudios en los que se explora la importancia de la formacién de
estos complejos de asociacion entre genes activos y que sugieren un mecanismo de
regulacion de la transcripcion adicional a los dados por el promotor y elementos enhancer
[116, 117]. Se encontrd que existe un grupo de promotores con marcas epigenéticas similares
a las de los enhancer y muy enriquecidos en motivos de unioén de factores transcripcionales.
Estos promotores potencian la actividad transcripcional de genes con los que interactiian
[118]. Ademas, se demostré también mediante ensayos de reportero que estas secuencias
favorecen la transcripcion independientemente de su orientacion y al colocalizar con genes

activos transcripcionalmente, se proponen como un elemento adicional de regulacion en las

33



fabricas transcripcionales [117]. Esto ha sido probado también en células troncales

embrionarias de humano mediante un ensayo masivo de delecion por CRISPR-Cas9 [116].
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Figura 10 - Regulacion génica en fabricas transcripcionales.

Modelo actualizado de una fabrica transcripcional, esta se constituye por zonas ricas en genes activos
transcripcionalmente, polimerasa II, factores transcripcionales y elementos regulatorios. Genes con alta
capacidad de reclutamiento de factores transcripcionales propician un nicho que favorece la transcripcion de
genes regulados por los factores transcripcionales enriquecidos [118].

2.4 Técnicas para el estudio de la arquitectura del genoma

Los primeros indicios de que el genoma se tiene una organizacion particular dentro del nticleo
provienen de las observaciones de Emil Heitz en cromosomas de Drosophila en los cuales
describe dos tipos de cromatina en base a su nivel de condensacién en tinciones de
cromosomas, a las regiones mas densas les denominé heterocromatina y a aquellas con una
menor densidad eucromatina [119]. Posteriormente con los primeros estudios de microscopia
electronica se observa que la periferia nuclear es mas electrodensa que la region central [120],
posteriormente se determinaria que la region electrodensa corresponde a heterocromatina

[121].

Posteriores estudios de arquitectura del genoma se realizaron con técnicas de microscopia
mediante el marcaje del ADN con sondas especificas (FISH), esto permite la visualizacion
de secuencias que se encuentran en proximidad. Sin embargo, la resolucion no permite

asegurar con certeza que existe una interaccion fisica entre dichas secuencias. Presenta
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también como desventaja que el nimero de secuencias analizadas simultdneamente es
limitado. Mediante FISH se pueden estudiar interacciones a nivel de célula tnica y
determinar el porcentaje de la poblacion en la cual las secuencias se encuentran en
proximidad. Permite ademés determinar la posicion radial que las secuencias ocupan en el

nucleo [122, 123].

Con el desarrollo de la técnica de captura conformacional de la cromatina (3C) [124] y
subsecuentes modificaciones a esta técnica (4C, 5C, Hi-C y ChIA-PET) se puede obtener un
panorama detallado de las interacciones que ocurren a lo largo del genoma.De manera
general, la técnica 3C consiste en el entrecruzamiento de la cromatina con un agente fijador
(formaldehido), el cual forma uniones covalentes proteina - proteina y ADN — proteina
preservando asi la estructura de la cromatina. De esta manera las secuencias de ADN que
estan proximas espacialmente permanecen ligadas. Posteriormente, se realiza una reaccion
de digestion con endonucleasas, con lo que quedaran los fragmentos que interactian unidos
por una proteina. Se realiza la ligacion de los extremos cohesivos en concentraciones diluidas
de ADN para que las ligaciones intramoleculares se vean favorecidas, posterior a esto se
revierte el entrecruzamiento dejando libre la molécula de ADN. Finalmente, para identificar
las moléculas circulares de ADN obtenidas se utilizan primers de una secuencia de interés
denominada bait o punto de vista y la secuencia con que se desea conocer si interactua,
denominada captura. Se realiza una reaccion cuantitativa o semicuantitativa de PCR para
determinar la frecuencia de eventos de ligacion [124, 125]. Esta técnica nos permite

determinar la interaccion entre dos loci conocidos.

Una técnica derivada del 3C denominada 4C (captura conformacional de la cromatina
circular) (Figura 11) permite determinar el interactoma de un loci determinado con el resto
del genoma. El inicio de la técnica es igual al de 3C sin embargo aqui se debe elegir un bait
que tenga dentro de su secuencia sitios de corte para dos enzimas de restriccion. La primera
restriccion se realiza generalmente con una enzima que corta en secuencias de 6pb generando
moléculas circulares tras la ligaciéon que van de 2 a 10 kb, posteriormente se revierte el
entrecruzamiento y se realiza una segunda restriccion con una enzima que corte en secuencias
de 4pb lo cual tras la ligaciéon generara moléculas de ADN circulares mas pequenas.

Posteriormente se realizara PCR inversa a estas moléculas circulares utilizando ambos
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primers para el bait que reconozcan la secuencia entre los dos sitios de restriccion y que
incluiran adaptadores al amplificar. Al amplificar mediante PCR se obtendran fragmentos
con una region del bait y otra con la secuencia de las distintas capturas unidas a esta asi como
el adaptador para secuenciar por Illumina y determinar las secuencias con las que interactiia

el bait de interés [125, 126].
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Figura 11 - Deteccion del interactoma de un loci por 4C-seq.

Esquema de los pasos basicos dentro de un protocolo de 4C-seq. El tejido es sometido a entrecruzamiento lo
cual mantiene las interacciones proteina - proteina y DNA-proteina. Posteriormente se somete a la cromatina
entrecruzada a una primera ronda de digestion y ligacion. Esto generard moléculas hibridas con nuestro bait y
una captura con la que se encontraba interactuando. Se revierte el entrecruzamiento y se somete a los fragmentos
a una segunda ronda de restriccion y ligacion para generar moléculas que se puedan amplificar eficientemente
mediante PCR inversa, los fragmentos generados contendran los adaptadores para ser secuenciados. ([127]).

2.3.6 Arquitectura espacial de los genes circadianos.

Mediante Hi-C a los ZT 10 y 22 en higado de ratén, se han encontrado loops intra TAD, de
modo que, de 6510 interacciones, 527 ocurren unicamente en el ZT10; mientras que 349
ocurren unicamente en el ZT22. Se observa un enriquecimiento en las interacciones intra
TAD en el ZT correspondiente a la expresion de ciertos genes circadianos (Figura 12) [128].
Por ejemplo, para los genes circadianos Npas2 o Cryl, algunas interacciones con regiones
no codificantes ocurren al ZT correspondiente a la expresion de dicho gen. En particular,
para Cryl existen interacciones con una region definida como enhancer que oscilan entre dos
ZT opuestos, al igual que ocurre con su transcripcion. La oscilacion en la formacion de dicho
loop se acompaiia de la union del represor transcripcional REV-ERBa al enhancer durante la

fase de menor expresion de Cryl [128].
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Figura 12 - La transcripcion de genes circadianos requiere de contactos dinamicos entre CCG y
elementos regulatorios.

En A se observa la region del TAD correspondiente a Cry! y su enhancer. Se muestran los tracks de ChIP-seq
para Rev-erb alfa y GRO-seq. En B y C se muestra la correlacion entre el loop E-P y la transcripcion del locus
de Cryl ([128]). En E se muestra un modelo del interactoma circadiano, genes regulados por la maquinaria del
reloj CLOCK/BMALI ricos por lo tanto en secuencias E-box colocalizan en estructuras especializadas en la
transcripcion de estos genes. ([129]).

En genes circadianos especificos de higado, se observa que muchos de ellos se encuentran
cercanos a DHS que también son especificos de este tejido. Un analisis de los motivos de
unién a factores de transcripcion presentes en estos sitios muestra enriquecimiento para
FOXA2, ONECUT y CUX2, los cuéles son factores transcripcionales especificos también de
higado. Esto apoya la idea de la regulacion de la transcripcion circadiana por factores
adicionales a la maquinaria circadiana, lo cual es consistente con la funcién de
CLOCK/BMALI como un factor transcripcional pionero remodelando la cromatina para que
sea accesible a otros factores transcripcionales [130]. Al estudiar la conformacion de algunos

genes como Mreg, Pik3apl y Slc44al mediante 4C-seq, se observa que tienden a formar
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contactos dinamicos con elementos enhancer que tienen unién de los factores
transcripcionales mencionados previamente, especificamente durante su fase transcripcional

[131].

El gen Dbp presenta un interactoma circadiano en fibroblastos embrionarios de raton que
varia de acuerdo a los niveles de expresion del gen. Se demostrd también que en fibroblastos
embrionarios de raton Bmall™", dicho interactoma se ve alterado, perdiéndose ritmicidad para
los contactos elegidos por su oscilacion acorde a los niveles de transcripcion de Dbp. Estas
evidencias muestran un papel de la maquinaria molecular del reloj circadiano en la formacioén
del interactoma de Dbp [2]. Debido a esto, en el presente estudio se busca estudiar el papel
de una dieta alta en grasas que desarrolla obesidad en ratones, lo cual se sabe es capaz de
alterar el funcionamiento del reloj circadiano y observar su efecto en el interactoma del gen

Dbp en higado.
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3. Planteamiento de problema

El reloj circadiano en mamiferos se encuentra presente en todos los tejidos y 6rganos, en cada
uno de ellos permite la segregacion temporal de ciertos procesos a lo largo del dia. El higado
es uno de los 6érganos con mayor cantidad de transcritos que oscilan permitiendo que procesos
fundamentales como el metabolismo energético y la detoxificacion de xenobioticos se lleven

a cabo durante fases especificas del dia.

El momento del dia en que se ingiere alimento, asi como su composicion, juegan un papel
fundamental en la regulacion y expresion de genes circadianos. La alimentacion con dieta
alta en grasas es uno de los factores capaces de generar disrupciones en el reloj y entre los
mecanismos involucrados que se han reportado se encuentra la reorganizacion
transcripcional de genes circadianos, muchos de los transcritos que se ven alterados
corresponden a genes circadianos, los cuales pueden estar afectados de distintas maneras:
perdida/ganancia de oscilacion en su transcripcion o corrimiento de fase. Esto genera la
desregulacion de procesos metabdlicos en los cudles estos genes se encuentran involucrados
y que en condiciones normales se encuentran favorecidos durante una fase especifica del dia,
entre estos se ha observado una pérdida de oscilacion en metabolitos relacionados con la

detoxificacion de xenobioticos, proceso en el que participa el factor transcripcional Dbp.

Se sabe por otra parte que un nivel de regulacion génica esta dado por la organizacion de los
genes al interior del ntcleo. Genes controlados por el reloj entre los que se encuentra Dbp
presentan un interactoma que oscila de manera circadiana, este interactoma les permite
colocalizar con elementos regulatorios o genes co-regulados de acuerdo a su fase de

transcripcion, lo cual tiene un efecto en la tasa y fase transcripcional de los genes.

Con estos antecedentes, en el presente estudio se busca dilucidar el papel de la alimentacién
con dieta alta en grasas en la regulacion transcripcional del gen Dbp en higado. Para ello se
plantea contar con ratones de la cepa C57BL/6 a los cuales se sometera a dieta normocaldrica
o HFD (dieta alta en grasas) durante 12 semanas tras las cuales se obtendra el higado para la
medicion de pre-mRNA y mRNA maduro de Dbp mediante qPCR. Posteriormente mediante

la comparacion del perfil de interacciones (por la técnica 4C-seq) se busca determinar
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alteraciones en la arquitectura del gen Dbp que podrian contribuir a la disrupcion

transcripcional y metabdlica observada en animales alimentados con dieta alta en grasas.
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4. Hipotesis

Similar a lo observado en lineas celulares, el gen circadiano Dbp tendra un interactoma
circadiano en higado de ratones sanos, en el cual colocalizard con genes relacionados
funcionalmente asi como elementos regulatorios circadianos, de acuerdo al ZT. La dieta alta
en grasa puede desencadenar una reorganizacion espacial del interactoma de Dbp, lo cual
puede contribuir a la reprogramacion transcripcional circadiana observada en animales

obesos.
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5. Objetivos

General:

Determinar el interactoma del gen circadiano Dbp durante sus fases de mayor y menor
actividad transcripcional en ratones alimentados con dieta normocalorica y con dieta alta en

grasas.
Particulares:

-Generar un modelo de obesidad inducida por la dieta y determinar la eficiencia del modelo

propuesto mediante la medicion de parametros metabdlicos.
-Determinacion de los niveles de pre mRNA y mRNA de Dbp.

- Determinar el interactoma para el gen Dbp mediante la técnica 4C-seq a los ZT 6 y ZT18

en higado de ratones sometidos a dieta normocaldrica y dieta rica en grasa.

-Comparar el interactoma de Dbp entre higados de ratones normales y obesos.
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6. Materiales y Métodos:

6.1 Animales y dietas:

Para el estudio, se utilizaron 24 ratones de la cepa C57BL/6 los cuales se dividieron
aleatoriamente en dos grupos. Un grupo de 12 ratones se alimentd con dieta normocalorica
(Teklad 2018S, 18% de las calorias provenientes de la grasa y el 58% de los carbohidatos).
El otro grupo de 12 ratones se alimentd con la dieta para DIO (TD.160547, 31% de las
calorias provienen de carbohidratos y 53.5% provienen de la grasa). La composicion exacta

de las dietas se muestra en el Anexo 1.

Al comienzo del estudio los ratones tenian una edad de 8 semanas y se mantuvieron durante
12 semanas en un ciclo de luz obscuridad 12/12 horas con alimento ad libitum
correspondiente al grupo al que pertenezcan. Durante este tiempo, se realizo el pesaje
semanalmente. Los animales se sacrificaron a ZT6 y ZT18 (n=6 animales por ZT y dieta). Se
extrajeron los tejidos higado, grasa, cerebro, musculo y pancreas, se congelaron en hielo seco

y se almacenaron a -80°C.
6.2 Test de tolerancia a la glucosa e insulina

Se realizaron tests de tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina en dos ZT (1 y 13)
los cuales se seleccionaron debido a que corresponden con el inicio del periodo de descanso
y actividad de los ratones respectivamente. El ZT13 corresponde al tiempo de mayor

sensibilidad a la insulina [132, 133].

Para el test de tolerancia a la insulina se retird el alimento a los animales 4 horas previas al
inicio del test. Para el test de tolerancia a glucosa (GTT) se retir6 el alimento a los animales

12 horas previas al inicio del test.

Para la prueba de tolerancia a la insulina se realizaron mediciones de la glucosa en sangre
periférica (via caudal) con la ayuda de un glucometro a distintos tiempos (0, 15, 30, 60 y 120
minutos) posterior a la administracién via intraperitoneal de insulina humana (Humulin) a

una dosis de 0.6 U/kg de peso.
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Para la prueba de tolerancia a la glucosa se realizaron mediciones de glucosa en sangre
periférica a los mismos tiempos que en la prueba anterior, posterior a la administracion via

intraperitoneal de glucosa a una dosis de 2 g/kg de peso.

6.3 Tinciones hepaticas

Para la tincion con rojo oleoso, 3 a 5 mm cubicos de higado fueron tomados evitando su
descongelacion, y fueron embebidos en Tissue-Tek (Sakura 4583). La temperatura del
criostato se fijo entre -20 y -25°C, y el tejido fue cortado para generar cortes de 10 um a tres
diferentes profundidades de la muestra, estos fueron tratados en laminillas gelatinizadas.

Las laminillas fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante dos minutos y se lavaron
con agua desionizada. Posteriormente fueron sumergidas en solucion de trabajo de rojo
oleoso (Solucién saturada de rojo oleoso en isopropanol diluida al 70% en agua destilada)
durante 5 minutos. Se enjuagaron finalmente por 5 minutos con agua desionizada para

eliminar el exceso de rojo oleoso.

6.4 Extraccion de mRNA

La extraccion de RNA se realiz6 a partir de 40 mg de higado el cual fue homogenizado con
un homogenizador automatico (Kimble Kontes mod. Z359971) en 400pl de TRIzol
(Invitrogen). A partir de este paso la extraccion se llevd a cabo siguiendo el protocolo de
extraccion de RNA con TRIzol proporcionado por Invitrogen. Se cuantifico el RNA en

nanodrop y se almaceno a -80°C.

6.5 Sintesis de cDNA

La reaccion para la obtencion de cDNA se realizo6 con el kit Super Script II de Thermo Fisher.
Se realizé por duplicado ya que en una de ella se utilizaron primers oligo(dT)18 (100 pM,
Invitrogen) para la posterior deteccion de mRNA maduro por qPCR, y en otra se usaron

Random Hexamers (50uM, Invitrogen) para la medicion de pre mRNA.
La reaccion procedi6 de la siguiente manera

- Oligo(dT)18/Random Hexamers 1 pl/1 pl
-lug RNA x ul
-dANTP's (100pum c/u) 1 pl
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-H20 grado biologia molecular Hasta 13 pl
La reaccion se incubd por 5 minutos a 62° C y posteriormente a 4° C por 1 minuto en el

termociclador.
Se agregd lo siguiente:

5x First Strand Buffer (Invitrogen) 4ul

0.ImM DTT 2ul

El contenido del tubo se mezcld y se procedio a incubar por 2 minutos a 42° C/25° C para
oligo (dT)/Random Hexamers respectivamente. Se afadieron 200U de SuperScript RT
(Invitrogen) y se mezcld por pipeteo. Las reacciones con Random Hexamers se incubaron
por 10 minutos a 25° C en el termociclador. Las reacciones se incubaron a 42° C durante
50/90 minutos para oligo(dT)/Random Hexamers respectivamente seguidos de 15 minutos a
70° C para la inactivacion de la reaccion. Los cDNA's se diluyeron 1:5/1:10 respectivamente

para oligo(dT)/Random Hexamers.

6.6 QRT-PCR

Las PCRs se realizaron con iTaq universal SYBR Green Supermix (BioRad) en un volumen

final de 10 ul los cuales consistieron de lo siguiente:

iTaq Universal SYBR Green Supermix Sul

cDNA 1.5 pl
Primer forward 1 pl
Primer reverse 1l
H20 Biologia molecular 1.5 ul

Los primers usados se muestran en la tabla 1.

Todas las qPCR fueron realizadas en el equipo de PCR en tiempo real BioRad CFX96 con el

siguiente programa:
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[95ec = 015 |
s

652 C 0:05
+0.52 C/ciclo = X60
Ramp 0.52 C/s

Plate read
El analisis de los datos se realizO mediante el método de 2°CT donde

AC 7=C 1(cDNA1)—C 7(cDNA?), en nuestro caso el CT(cDNA1) corresponde al promedio

952 C 0:30
0:30

de CT normalizado respecto a la expresion del gen constitutivo (B2M). El célculo de 24¢T
nos arroja datos normalizados a la expresion de CD ZT6 que pueden ser comparados

estadisticamente posteriormente. (Los primers usados se muestran en la Tabla 1 en rojo).

6.7 Captura de Conformacion de la Cromatina circular: 4C-seq

6.7.1 Homogenizacién y entrecruzamiento

Para los experimentos de 4C-seq (Resumida en la Figura 13) se utilizaron 400 mg de higado,
este fue homogenizado en homogenizador dounce en un volumen de 5 ml de PBS frio hasta
obtener una suspension homogénea. El homogenizado fue filtrado con un colador celular de
70um hacia un tubo falcon de 50 ml. El volumen se llevé hasta 30 ml con PBS frio. Las
células se centrifugaron durante 8 minutos a 1800 RPM y se descart6 el sobrenadante. El
boton se resuspendid en 25 ml de solucién de formaldehido 1%, en PBS a temperatura
ambiente, y se incubod por 15 minutos en agitacion. El entrecruzamiento fue detenido
colocando el tubo en hielo y agregando una concentracion final 0.125 M de glicina fria e

incubando 5 minutos en agitacion a 4° C.

6.7.2 Lisis celular y nuclear

La muestra se centrifug6 por 8 minutos a 1800 RPM y se descarto6 el sobrenadante, el pellet
fue resuspendido en 25 ml de PBS frio y centrifugado por 8 minutos a 1800 RPM; el pellet
se resuspendid en 5 ml de buffer de lisis frio preparado el dia del experimento (10mM Tris
HCL, 10mM NaCl, 0.2% NP-40) y se incub6 en agitacion por una hora a 4° C, terminado el

tiempo la muestra se centrifugd a 3500 RPM durante 8 minutos y el pellet fue resuspendido



en 2 ml de PBS frio.Se realiz6 el conteo de los nucleos se realizdo en un hemocitémetro
tifendo previamente con azul tripano, se tomo el volumen correspondiente a 10 millones de
nucleos y se centrifugd por 8 minutos a 3500 RPM. Los ntucleos se resuspendieron en 500 pl
de buffer (1.1X NEBuffer 2.1). Una alicuota de 10 ul se tomo para la verificacion del DNA

genomico.

6.7.3 Digestion y ligacidn

Para la digestion con la primera enzima de restriccion se agregd SDS a una concentracion
final 0.3% y la muestra se incub6 1 hora a 37° C en agitacion. Posteriormente, se afiadio
Triton X100 a una concentracion 1.8% seguido de una incubacion por una hora a 37° C en
agitacion. Finalmente, se afiadieron 400 U de HindIIl (NEB) y se incub6 ON a 37° C en

agitacion. La enzima se inactivo incubando por 30 minutos a 65° C.

* Para la verificacion de la eficiencia de la restriccion 10 pl de la cromatina digerida asi como los 10 pl de
cromatina tomados previos a la digestion se tomaron, se les agregaron 90 ul de dH20 y 2 ul de proteinasa K (10
mg/ml) y fueron incubados por una hora a 65° C, se agregaron 2 ul de RNAsa A y las muestras se incubaron
por 30 minutos a 37° C. Se agregd un volumen equivalente a la muestra de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(Sigma) y se realizo la extraccion de DNA. 20 pl de la fase acuosa de la cromatina digerida se corrieron junto
a su gendmico en un gel de agarosa 0.8%.

La muestra se transfirio a un tubo falcon de 15 pl y se afiadieron 700 pl de buffer de ligacion
10X y se llevo a un volumen final de 7 ml con H20 grado biologia molecular, se le anadieron

100 U de T4 ligasa (Invitrogen) y se incubo ON a 16° C.
6.7.4 Reversion del entrecruzamiento y purificacion

20 ul de proteinasa K fueron afiadidos a la muestra y esta se incub6 por 8 horas a 65° C, se
afiadieron 30 pl de RNAsa A (10mg/ml) y se incubod por 45 minutos a 37° C. Se realizo la
extraccion del DNA afiadiendo un volumen equivalente de PCI (7ml), vortexeando por 1
minuto y centrifugando por 40 minutos a 3500 RPM. La fase acuosa fue recuperada, se
transfirio a un tubo falcon de 50 ml, se anadieron 7ml de H20 grado biologia molecular, 1.5
ml de acetato de sodio (2M) y se llevo a 50ml con etanol absoluto. E1 DNA se precipitd
incubando ON a -80° C. La muestra se centrifugd a por 45 minutos a 4500 RPM (4° C) y el
pellet se lavo con 10 ml de etanol al 70%, el DNA se recuperd centrifugando 10 minutos a
4500 RPM. El pellet se dejo secar y fue resuspendido en 300 ul de buffer TE pH8.0 incubando
por 20 minutos a 55° C.
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Figura 13 - Obtencion y andlisis de datos de 4C-seq.

Esquema mostrando de manera resumida los
pasos a seguir durante un experimento de 4c, se
puede partir de células o tejido, el tejido es
entrecruzado con formaldehido,
posteriormentese realiza la restriccion de la
cromatina y una primera ligacién en presencia del
entrecruzamiento para ligar las secuencias
proximas espacialmente. A este material se le
realiza una segunda ronda de digestion con una
enzima de restriccion distinta y ligacidon, los
fragmentos obtenidos son amplificados mediante
PCR inversa usando primers para el viewpoint
seleccionado. Los fragmentos generados
secuenciados y analizados para determinar
interacciones significativas del viewpoint con el
resto del genoma. (Tomado de Noordermeer, D.
et al. 2016).

Se agregaron 55 pl de buffer (1X NEBuffer 3.1) a la muestra y esta se llevo a 500 ul con

H20 grado biologia molecular. Se agregaron 100 U de la enzima CviQI (NEB) y se incubd

ON a 37° C en agitacion. La enzima se inactivo incubando por 30 minutos a 65° C. Se realizo

la extracciéon de DNA con PCI, la fase acuosa fue recuperada y se le anadieron 850 ul de

etanol absoluto, 50 pl de acetato de sodio (2M) y 2 ul de glucdégeno (Roche). E1 DNA fue

precipitado incubando ON a -80° C. Se centrifu6é 20 minutos a 16,000g, el pellet se lavé con

100 pl de etanol 70% y se centrifugd 10 minutos a 16,000g, se dejo secar y se disolvid en

300 pl de H20 grado biologia molecular.La muestra se transfirid a un tubo falcon de 15 ml,

se afiadieron 1.4 ml de buffer de ligacién 10X y se llevé a un volumen final de 14 ml con

H20 grado biologia molecular. Se afiadieron 150 U de T4 ligasa (Invitrogen) y se incubdé ON

a 16° C. E1 DNA ligado se transfiri6 a un tubo de 50 ml, se le afiadieron 1.4 ml de acetato de

sodio (2M), 14 pl de glucogeno y se llevo a un volumen final de 50 ml con etanol absoluto,

se precipitd ON a -80° C. El tubo se centrifug6 45 minutos a 4500 RPM, el pellet se lavo con

48



10 ml de etanol al 70% y se centrifugd por 10 minutos a 4500 RPM, se descartd el
sobrenadante y el pellet se dejo secar. Se disolvio en 350 ul de H20 grado biologia molecular

incubando por 30 minutos a 37° C.
6.7.6 Amplificacion de la libreria de 4C

Los primers para la amplificacion del material 4C fueron disefiados tomando como base
primers utilizados previamente [2] con algunas modificaciones tomadas en cuenta para su
posterior secuenciacion (Cercania al sitio de restriccion de HindIIl y CviQI). El tamafo del
fragmento bait fue de 515pb. La secuencia amplificada corresponde al intron 2 de Dbp y se

muestra en la Figura 14.

TCCTCAGAGCTACACCCTGCGGACCCATGTGGACAGGBACTAGGCTGGAGBTCCBTTTTTGGTCACGACGTGTAAGGGAGCGGTGCACTCAGGCGGAAGGATCGACGCGCGTGCGCBAGAGTGCGCBCTC
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CTGGAGGTCCGTTTTTGGTCAC
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GAGGCGGGGCCGGGAACGTGCGGGTGCTTGGTTGGGGAGGAGGGGAAAGGGGAAGCTGTAGGCCACACGTGATGCGGCCCTGAACTGGTGTCCTCGGCTGACCCGGGCTTATTTGTTCTTAAAGACACAG
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TCTGAAGTTTAGAGGTTTTAGAAGATTCACGGGATATTTAAGGCCAGTCATTTCTGCCTTACAATGATAGAATTGCCTTCCGGTGGCAAAGCATCTTTGTCACAGGGTTTATGCCTGACAGGATTTGTGT
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AGACTTCAAATCTCCAAAATCTTCTAAGTGCCCTATAAATTCCGGTCAGTAAAGACGGAATGTTACTATCTTAACGGAAGGCCACCGTTTCGTAGAAACAGTGTCCCAAATACGGACTGTCCTAAACACA
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HindIII

Primer 1
AAACCTGTTCTGTGGTGGATAAGC

T
TAAGACAGCAGAAAAAACCTGTTCTGTGGTGGATAAGCTTGGCGGAGCGGTGCTCTGAGAACGCAGACCTCGAACTACTCACACATTCAAGCGATAACGTATTTCTCTAGGCTTGACATCTAGGGACACA
' 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1
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FindIIT

Figura 9 - Localizacion de primers para amplificacion del material 4C.

Los Primers usados previamente para este gen se muestran en color amarillo, los primers disefiados para este
estudio se muestran en morado. Se muestran dos secuencias E-box canonicas sefialadas en rojo, el sitio de la
primera restriccion (HindIII) en verde y el de la segunda restriccion (CviQI) en morado.

Para la recuperacion del mayor numero de bases pertenecientes a las capturas tras la
secuenciacion el primer HindIIl fue disefiado lo mas cerca posible al sitio de HindIIl. Se
realizaron PCR usando distintas cantidades de DNA 4C (50, 100 y 200ng) para determinar
la linearidad en la amplificacion de la libreria y determinar la cantidad 6ptima de DNA 4C

por reaccion de PCR (Figura 32).

En la figura 29 se observa la amplificacion del material 4C usando primers disefiados sobre

el sitio de HindIII y primers previamente usados para 4C-ChIP del mismo locus (Figura 15).
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Debido a la linearidad en la amplificacion hasta 200 ng se decidié trabajar con esta

concentracion.

|>
|=

Pruebas PCR 4c-seq

100 ng
200 ng
. 50ng(2)

1kb
50 ng

Primers 1 Primers 2

" 100 ng (2)
200 ng (2)

Figura 15 - Amplificacion de la libreria de 4c-seq.

Linearidad en los niveles de amplificacion del material 4C a concentraciones crecientes. En A se muestra la
amplificacion con primers probados en un estudio previo y el set de primers disefiados para este experimento

(B).
Las PCR se llevaron a cabo con la polimerasa Expand HF (Roche), o con la Phusion HSII

(Thermo Fisher) usando los primers cortos disefiados y como control primers previamente
probados en Dbp para verificar el patrén de amplificacion de la libreria (Figura 16). En [134]
se demostré que con ambas se obtenian datos con buena cobertura y calidad asi como alta
correlacion de los datos generados. Por tanto, con la polimerasa Phusion HSII se puede
observar que los patrones observados son muy similares a los generados con la enzima

Expand HF, por lo que esta se uso para la generacion de las librerias (Figura 16).
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Posteriormente se realizo una prueba con los primers (Tabla 1, verde) que contenian un
5’overhang con el primer de secuenciacion. Los productos de PCR deben presentar un
corrimiento hacia pesos moleculares mayores debido a la secuencia introducida

correspondiente a los primers de secuenciacion.

Tras la amplificacion (Figura 17) se obtuvieron resultados similares a lo obtenido con los
primers cortos (200ng). Se observd sin embargo que se generan dimeros con un peso de

aproximado 100 pb.

Tras la disminucion de la concentracion de primers (10 y 15 pmoles) se observo disminucion
en la formacion de dimeros (Figura 18) se probaron sin embargo menores concentraciones
(15, 10 y 5 pmoles). A 10 pmoles se observa un patron de amplificacion similar a la
concentracion de 25 pmoles con disminuciéon en la formaciéon de dimeros. En la
concentracion de 5 pmoles se puede observar que los dimeros no son observables, sin
embargo la composicion de fragmentos se ve afectada en la fraccion de menor peso molecular

respecto a las demas concentraciones (Figura 18).
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Tras estas pruebas de estandarizacion, las condiciones elegidas para la amplificacion del

material para secuenciacion fueron con 200 ng de DNA 4C y 10 pmoles de primers largos.

Para la generacion de la libreria de secuenciacion se realizaron dos rondas de PCR. En la
primera, se amplifico lo correspondiente a 1.6 pg de material 4C, en 8 reacciones usando
200ng por reaccion. En esta se utilizaron primers compuestos por un segmento
complementario al bait y overhangs con la secuencia correspondiente a los primers de
secuenciacion que funcionan como adaptadores para la segunda PCR. El primer con el
overhang complementario al primer forward de secuenciacion se encuentra sobre el sitio de
HindIII, mientras que el que tiene el overhang complementario al primer reverse se encuentra
en cercania de Csp6l (Figura 14). En una segunda PCR, se utilizé el Kit de indexado Nextera
XT (Illumina). En esta PCR, los primers son complementarios a los adaptadores introducidos
en la primera PCR, y tienen overhangs con los cddigos de barras y adaptadores de

secuenciacion (Figura 19).

6.8 Secuenciacién

Las librerias fueron purificados con perlas magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter), para
eliminar los fragmentos de menor tamafio <200 pb. La composicion de las librerias fue
analizada en Bioanalyzer Tapestation (Agilent). La seleccion de tamafio de la libreria se
realizo corriendo las muestras en geles de agarosa al 2% por 30 minutos. El marcador de peso
molecular de 1kb fue marcado con SYBR safe, y se coloco a 3 carriles de distancia de la
muestra. El carril de la muestra se cort6 en la fraccion correspondiente a 2 — 0.2 kb. E1 DNA
fue purificado con el kit de purificacion de gel de Qiagen. Las librerias fueron analizadas una

vez mas en Bioanalyzer Tapestation para verificar su composicion.

Las muestras fueron secuenciadas a una profundidad de 1 millon de lecturas por muestra por
un solo extremo y se uso6 genoma de PhiX a una concentracion de 5% para el correcto balance
de bases debido a la baja complejidad de la libreria. Se secuenci6 una sola hebra a 150 pb en

el secuenciador MiSeq de Illumina.
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Forward prifer overhang adapters
5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3

o
\ Reverse primer overhang adapter.
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Figura 19 - Preparacion de librerias para secuenciacion.

Estrategia usada para la generacion de la libreria 4C-seq. En A se muestran los primers usados en la primera
ronda de secuenciacion, en verde el primer especifico de bait (HindIII) y en morado (Csp6I), se muestra ademas
la secuencia del overhang. En B se muestra el reconocimiento de la secuencia introducida en la primera PCR
por los primers de indexado Nextera XT que tienen ademas los codigos de barra y adaptadores de secuenciacion
(P5y P7). En C se muestra la composicion de las secuencias resultantes, en verde el codigo de barra, en rojo el
primer especifico de bait y en azul la captura en el caso de sencuenciar single end (longitud 150 nt) o paired
end (75 nt por extremo).

Una segunda ronda de secuenciacion fue realizada en el secuenciador HiSeq2500. Cada
muestra se secuencié con una profundidad de 3 millones de reads, con una longitud de
secuencia de 120bp, paired end, y se agregd genoma de PhiX a una concentracion final de

1%.
6.9 Andlisis de las secuencias

Las secuencias se obtuvieron separadas por codigo de barras, la calidad de las secuencias fue
analyzada en FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), se
recortaron los primeros 20 nt de cada secuencia correspondientes al primer especifico del
viewpoint y las secuencias se recortaron ademads hasta el nt 60 para dejar secuencias de 40

nt. Se descartaron las secuencias con N y baja calidad de secuenciacion.
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Las reads correspondientes a la primera y segunda secuenciacion se juntaron de acuerdo al

experimento al que pertenecian en R, usando el paquete ShortRead[135].

Las secuencias fueron alineadas contra los genomas de raton mm9 y mm10 en BWA[136].
Los porcentajes de reads mapeadas al cromosoma de viewpoint fueron obtenidas en R con el
paquete GenomicAlignments. Se removieron las secuencias correspondientes a fragmentos
ligados consigo mismos y sin digerir (fragmento del viewpoint y un fragmento adyacente

upstream y downstream) usando la funcion intersect intervals de BEDtools [137].

El primer andlisis de los datos fue realizado con el paquete R3Cseq [138] el cual nos permite
realizar el andlisis de cada una de las muestras o analizarlas de manera conjunta (replicados
y comparacion entre condiciones). El analisis se realiz6 para comparar entre las condiciones
CD6vsCD18, CD6vsHF6, CD18vsHF18 y HF6vsHF6 (CD - Dieta normocalorica y HF —
Dieta alta en grasas). Se introdujeron los archivos BAM de cada una de las condiciones con

su respectivo duplicado.

El conteo de reads se realizo6 tanto por fragmento como por ventana genémica (3 kb y 5kb).
Para el llamado de interacciones se utilizé un FDR de 0.05, asi como el modo interseccion
para detectar como validas tinicamente aquellas presentes en ambos replicados. El paquete
permite la visualizacion de las interacciones en trans asi como en el cromosoma VP y en una

region Cis cercana que se seleccion6 de 0.5 y 1 mb upstream y downstream del VP.

Posteriormente se analizaron los datos con FourCseq, este permite la comparacion de
interacciones entre grupos con por lo menos un replicado. Crea una libreria virtual generando
una digestion con HindIII y tomando como validos los fragmentos que tienen por lo menos

un sitio de Csp6l.

El andlisis con FourCseq es tinicamente en Cis, para los analisis la region elegida fue a 1 mb
upstream y downstream del VP. El pipeline trabaja con los datos normalizados por una
transformacion estabilizadora de la varianza, y a partir de estos se calculan los Z-score. Para
el llamado de interacciones, se eligieron como validas aquellas con un Z-score de 3 y FDR

menor a 0.05.

Para las diferencias entre las condiciones se obtiene el fold change para cada uno de los

fragmentos validos y se realiza la prueba de Wald para determinar la significancia estadistica
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de las diferencias entre las condiciones. Se seleccionaron solo las diferencias con un valor de

p ajustado menor a 0.05.
6.10 Visualizacion de resultados

Tracks en formato bigWig fueron creados en FourCseq con los datos normalizados a RPM y
se realiz6 ademas smoothing de los datos normalizados tomando un ancho de banda de 5
fragmentos. Estos fueron visualizados en el visualizador IGV [139] en una ventana de 2 Mb
con el VP en el centro, fueron visualizados junto con datos circadianos de ChIP-seq para los
ZT 8 y 20 por ser los datos disponibles mas cercanos a los ZT utilizados en nuestro estudio
[53], fueron visualizados BMALI, H3K4mel, H3K4me3 y H3K27ac ademés de picos de
CTCF [96] y ChIP-seq de REV-ERBa. Se visualizaron también datos de DNAse-seq de los
ZT 6 y 18 [75].

Para ver la transcripcion naciente en las regiones de interés se utilizaron datos de Gro-seq

[76, 140].
6.11 Primers

Enlatabla 1 se muestran los primers usados en el proyecto, en color rojo los correspondientes
a los experimentos de qPCR para cuantificacion de mRNA total, en verde los primers usados
para la generacion de libreria de 4C-seq y en amarillo los utilizados para cuantificacion de

premRNA por qPCR.

Primer # bases | Secuencia
mDbp RNA Fw 25 AATGACCTTTGAACCTGATCCCGCT
mDbp RNA Rv 25 GCTCCAGTACTTCTCATCCTTCTGT
mB2m Fw 22 GGTCTTTCTGGTGCTTGTCTCA
mB2m Rv 19 GTTCGGCTTCCCATTCTCC
mTbp Fw 22 CAAACCCAGAATTGTTCTCCTT
mTbp Rv 21 ATGTGGTCTTCCTGAATCCCT
Dbp 4C HindIII 1 24 AAACCTGTTCTGTGGTGGATAAGC
Dbp 4C Csp6l 1 22 CACTGGTTTTTGCCTGGAGGTC
Dbp 4C HindIII 2 25 TCACAGGGTTTATGCCTGACAGGAT
Dbp 4C Csp6l 2 24 AGCACTGGTTTTTGCCTGGCGGTC
' - TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
Dbp 4Cseq HindIII AGAAACCTGTTCTGTGGTGGATAAGC
Dbp 4Cseq CviQI 56 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGAC
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AGCACTGGTTTTTGCCTGGAGGTC

mmDbp 11 preRNA Fw 18 GTCCACGGCACCTATCAG
mmDbp I1 preRNA Rv 18 CTCCAGGCGTCAGATTTG
mmDbp I3 preRNA Fw 18 AAGGGCTCAGGTTCCAAG
mmDbp I3 preRNA Rv 21 GCAGAGGCAGTTCTACAGATG

Tabla 1 — Primers usados durante el estudio. En rojo se muestran los primers usados para la medicién de
mRNA por qPCR, en verde los usados para la generacion de la libreria 4C-seq y en amarillo los utilizados para

la medicion de pre mRNA por qPCR.
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7. Resultados

7.1 La alimentacion con dieta rica en grasas genera obesidad y alteraciones
metabdlicas

Con el fin de obtener un modelo de obesidad para los estudios planteados, se ocuparon con
24 ratones de la cepa C57BL/6. De acuerdo a la dieta se formaron dos grupos cada uno con

12 ratones (dieta normocaldrica/dieta alta en grasas).

El pesaje semanal de los animales muestra que a partir de la semana 3 existe una ganancia de
peso significativa en el grupo HFD respecto a los animales control. Los animales HFD tienen
en promedio un 21.8% (Figura 20A) més de peso a las 12 semanas que los animales del grupo
control lo cual es consistente con lo reportado previamente sobre que un aumento del 20 al
30% en peso corporal de los animales [141] corresponde a obesidad en el modelo de raton

(C57BL/6).
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Figura 20 - Ganancia de peso y desbalance en glucosa basal en animales HFD.

En A se observa la grafica de pesos de los animales a lo largo de un periodo de 12 semanas. Se observa que la
diferencia en los pesos es significativa a partir de la tercera semana. En B se observan los niveles de glucosa al
tiempo cero del GTT (Test de tolerancia a la glucosa), se observa que antes del inicio de la prueba los animales
tienen ya niveles significativamente mas altos de glucosa en sangre (Prueba de anova, ns — no significativo, * -
p<0.05, ** - p<0.01***- p<0.001 y ****-p<0.0001, CD — Dieta normocalérica y HF, Dieta alta en grasas).

Con el fin de determinar el estado metabdlico en el que se encontraban los animales, se
analizaron los niveles de glucosa basal en sangre (Figura 20B). Se observo que existe una
diferencia significativa en sus niveles, de modo que el grupo HFD tiene niveles mas elevados

de glucosa en sangre tanto en el ZT1 como en el ZT13.
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Con el fin de determinar el estado metabdlico de los ratones, se les realizaron tests de
tolerancia a la glucosa (GTT) e insulina (ITT). Los ratones presentaron los cambios esperados
en los pardmetros metabolicos analizados y a lo reportado previamente para dietas ricas en
grasa. En el test de tolerancia a la insulina, a ZT1 (Figura 21A) se observé que en el grupo
control la insulina genera la respuesta fisioldgica tipica, es decir, un decremento en los
niveles de glucosa en sangre. Esto no ocurre en el grupo HFD, que mantiene sus niveles de
glucosa constantes a todos los tiempos medidos. Esta falta de respuesta a la insulina se define
como resistencia a la insulina [142]. En el ZT 13 (Figura 21B) la inyeccion de insulina genera
una respuesta de acuerdo a lo esperado, disminuyendo los niveles de glucosa esta vez en
ambos grupos. Sin embargo, los niveles permanecen por arriba de los del grupo control
durante todos los tiempos medidos a excepcion de los 120 minutos. En cualquier caso, el area
bajo la curva indica que los niveles de glucosa en el grupo HFD son significativamente mas

elevados en ambos ZT (Figura 21, histogramas).
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Figura 21 - Test de tolerancia a la insulina.

En A) se muestran las curvas correspondientes a las mediciones de glucosa al ZT 1 en los tiempos elegidos (0,
15, 30, 60 y 120 minutos). En el eje Y se muestran las concentraciones séricas de glucosa (mg/dL) y en el eje
X el tiempo transcurrido (el tiempo 0 es la medicion justo antes a la administracion IP de insulina 0.6 U/kg).
Del lado derecho se muestra el area bajo la curva de ambos grupos (CD y HFD) (Prueba de T, *-p<0.05, **-
p<0.01, ***-p<0.001 y ****. p<0.0001, ITT — test de tolerancia a la insulina). En B) se observan las curvas
para el ZT 13 y su respectiva area bajo la curva (AUC).
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Durante la prueba de tolerancia a la glucosa, se observé que al ZT 1 (Figura 22A) los niveles
de glucosa del grupo HFD son mas elevados a todos los tiempos medidos que para el grupo
control, y al final del experimento estos atin no regresan a los niveles basales, indicando una
incapacidad del animal para regular sus niveles de glucosa en sangre adecuadamente lo cual
si ocurre en el grupo control. Para el ZT 13 (Figura 22B) la respuesta del grupo HFD es mas
eficiente que en ZT1, con una disminucidn progresiva de los niveles de glucosa al tiempo de
30 minutos. Sin embargo, los niveles de glucosa en el grupo alimentado con dieta rica en
grasas son significativamente superiores a lo largo de todo el estudio. Tanto para el test de
tolerancia a la insulina como para el de tolerancia a glucosa, las diferencias entre ZT se deben
aque en el ZT 13 el animal tiene su pico de sensibilidad a la insulina lo que corresponde con
el inicio de su periodo de actividad [133]. Debido a esto se observa que el descenso en los
niveles de glucosa es mas pronunciado en los dos tests y ocurre en los animales control y

HFD (Figuras 21B y 22B).
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Figura 1222 - Test de tolerancia a la glucosa.

En A) se muestran las curvas correspondientes a las mediciones de glucosa al ZT 1 en los tiempos elegidos (0,
15, 30, 60 y 120 minutos). En el eje Y se muestran las concentraciones séricas de glucosa (mg/dL) y en el eje
X el tiempo transcurrido (el tiempo 0 es la medicion justo antes a la administracion IP de glucosa 2g/kg). Del
lado derecho se muestra el area bajo la curva de ambos grupos (CD y HFD) (Prueba de T, *-p<0.05, **-p<0.01,
*¥*%_p<0.001 y ****- p<0.0001). En B) se observan las curvas para el ZT 13 y su respectiva area bajo la curva
(AUC).
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En cuanto a la tincion de rojo oleoso se observd que el grupo HFD presenta mayor
acumulacion de lipidos respecto al grupo control, las vesiculas lipidicas son de mayor tamafo
y abarcan una mayor superficie, esto correlaciona con la apariencia macroscépica del higado,
en el grupo HFD este se observa amarillento a diferencia del control que tiene una coloracién

rojiza (Figura 23).

En conjunto, estos datos sugieren que nuestro modelo de obesidad inducida por la dieta esta
generando ratones no s6lo con mayor peso corporal, sino con una fisiopatologia propia de la

obesidad y la diabetes tipo II.

A)

B)

Figura 23 - Acumulacion de lipidos en higados HFD.

Se muestra en A la apariencia macroscopica y microscopica (Rojo Oleoso) de un higado CD. En B de un higado
HFD.
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7.2 Cuantificacion de la expresion de Dbp

Para determinar el estado transcripcional de Dbp en nuestros distintos grupos, se realizo la
cuantificacion de mRNA en higado (Figura 24). Se observo que los niveles de Dbp son
mayores en el ZT 6 para los animales HFD. En ambos grupos los resultados son acordes a lo
esperado: se obtuvieron niveles de transcrito de Dbp significativamente mas elevados a ZT6
que a ZTI18 (Figura 21) [143]. Ademads, se observd que el mRNA de Dbp estd
significativamente mas elevado al ZT6 en el grupo HFD respecto al grupo control. Esto es
coherente a lo reportado previamente, donde se reporta un corrimiento de la fase de
transcripcion de Dbp cuando los animales son sometidos a una alimentacion con dieta alta

en grasas [87, 144] [145].
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Figura 24 - Expresion de Dbp.

Niveles de expresion de Dbp en la condicion control (CD) y con dieta alta en grasas (HFD), (Prueba de anova,
**.p<0.01 y **** - p<0.0001, las barras muestran el error estandar. La expresion fue normalizada por el método

2'ACT, el gen constitutivo usado fue B2M, la expresion estd normalizada respecto al grupo CDZT6.
Adicionalmente, se realizd la cuantificacion de pre-mRNA (Figura 25) con RTqPCR
utilizando primers disefiados en regiones intronicas (Figura 22). Esta aproximacion nos

podria dar mas informacion sobre el estado transcripcional de Dbp en los ZT’s analizados y
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descartar mecanismos post-transcripcionales [ 146] que impacten directamente en los niveles

de acumulacién de mRNA medios previamente.
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Figura 13 - Cuantificacion de premRNA para Dbp.

Se muestran el pre mRNA para Dbp, se utilizaron primers disefiados en el intron 1. (Prueba de anova, **-
p<0.01, ****-p<0.0001, ns — no significativo. Las barras muestran el error estandar.) La expresion fue

normalizada por el método 2'ACT, el gen constitutivo usado fue B2M, la expresion esta normalizada respecto

al grupo CDZTS6.

En ambos grupos (CD y HF) se encontr6 una tendencia similar a la observada en acumulacion
de mRNA (Figura 24) donde los niveles son muy elevados durante el ZT6 respecto al ZT 18;
Interesantemente, en el grupo HF los niveles son significativamente menores al grupo CD
durante el ZT6 (Figura 25), este resultado es opuesto a lo observado en los niveles totales de
mRNA (Figura 24) donde el grupo HF presenta niveles mas elevados que el grupo control.

Los niveles al ZT18 no presentan diferencias significativas éntre los grupos.

7.3 El gen Dbp es objeto de transiciones cromatinicas altamente dinamicas entre el
dia y la noche en ratones sanos.

Se realiz6 una revision de la region de Dbp a estudiar con bases de datos disponibles de
higado de ratones C57BL/6 WT para la union de proteinas y marcas de histona en los ZT 8
(dia) y 20 (noche) que corresponden a los ZT mas cercanos a los tiempos de mayor/menor

actividad transcripcional para el gen Dbp en los datos disponibles (cada 4 horas), y que

63



tienen una diferencia de 2 horas con los ZT elegidos para la realizacion de nuestro estudio
(ZTs 6 y 18) [53]. Primeramente, se procedi6 a analizar la dindmica de union de CLOCK y
BMALI al promotor y ORF de Dbp (Figura 26). Se observo mayor sefial de ambas proteinas

durante el ZT 8, que corresponde con la fase

de transcripcion activa de Dbp. Durante la fase opuesta, se observd muy poca sefial para las
dos proteinas. Se identificaron tres sitios de union en la region analizada, que corresponden

a la region promotora y a los intrones 1 y 2. Estos sitios contienen motivos E-box.

A) BMAL1 B) CLOCK
ZT8 [0-70) ‘ j (0-40) i ‘-
I —_ - . . — — e . ‘A.—‘. - _
ZT20 |(0-70) (0-40)
L e i Lo A - A‘ —_ i . e
Input ((0-70) (0-40)
— s =

Dbp Dbp

Figura 26 - ChIP-seq en el locus de Dbp para las proteinas BMALI(A) y CLOCK (B).

Los datos fueron visualizados en IGV. En rojo se muestra la sefial correspondiente al ZT 8, y en azul al ZT20.En
el tercer track se muestra la sefial correspondiente al Input. En la parte inferior se muestra la anotacion génica
que abarca el gen Dbp y parte de Carl1. Datasets tomados de GSE39977.

Los represores transcripcionales circadianos PERI y CRYI se reclutan a las regiones
regulatorias de Dbp en la fase opuesta a CLOCK/BMALI, y en fase con los niveles mas
bajos de transcripcion del gen (Figura 27). La unidn de estas proteinas se da en los sitios de
union previamente identificados para CLOCK/BMALI en la region promotora e introén 2 de
Dbp. A diferencia de CLOCK/BMALI1 donde la senal es similar en sus tres sitios de union,

el reclutamiento de PER1/CRY1 se observé predominantemente en la region promotora.
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Figura 14 - Datos de ChIP-seq en el locus de Dbp para las proteinas PER2(A) y CRY1 (B).

Los datasets fueron visualizados en IGV, en rojo se muestra la sefal correspondiente al ZT 8 y en azul al ZT20.
En la parte inferior se muestra la anotacion génica que abarca el gen Dbp y parte de Carl 1. En el tercer track se
muestra la sefial correspondiente al Input. Datasets tomados de GSE39977.

Se sabe que el complejo CLOCK/BMALI recluta a la HAT P300 lo cual permite una
acetilacion ritmica de la cromatina en el gen Dbp que es mayor durante su fase transcripcional
[53, 80]. Con el fin de determinar si la acetiltransferasa P300, involucrada en la regulacion
circadiana de CCG [147], se une en nuestra region de interés, se realiz6 un analisis de datos
de ChIP-seq generados de manera circadiana para esta enzima [53]. En este analisis, se
determin6 que P300 se recluta de manera circadiana especificamente en el promotor del gen

Dbp. (Figura 28A)

Adicionalmente, para ganar pistas sobre el reclutamiento de la maquinaria trancripcional a
las regiones de interés en Dbp, se analizaron los datos publicados de ChIP-seq para la serina
5 fosforilada de la RNA polimerasa II (PollISer5P) (Figura 28B). Esta marca postraduccional
en la Ser5 del extremo N-terminal de Polll es indicativa de iniciacion transcripcional, y esta
enriquecida en genes transcripcionalmente activos [148]. De acuerdo a lo esperado, se
observo un enriquecimiento en esta modificacion de Polll sobre el TSS de Dbp,
especificamente en el ZT8, coincidiendo con su periodo transcripcional (Figura 28B). A
ZT20, la senal disminuye drasticamente, y corresponde con los niveles mas bajos de

transcripcion para Dbp.
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Figura 15 - Datos de ChIP-seq en el locus de Dbp para la HAT P300 (A) y Pol II con la serina 5 fosforilada
(B).

Los datasets fueron visualizados en IGV, en rojo se muestra la sefial correspondiente al ZT 8 y en azul al ZT20.
En la parte inferior se muestra la anotacion génica que abarca el gen Dbp y parte de Carl1. En el tercer track se
muestra la sefial correspondiente al Input. Datasets tomados de GSE39977.

Con el objetivo de determinar el panorama regulatorio en el locus de Dbp, se procedio a
analizar experimentos previos de ChIP-seq de H3K27ac, H3K4mel y H3K4me3 (Figura 29).
H3K27ac, se encontr6 flanqueando los sitios de union de CLOCK/BMALI (Figura 26) en el
promotor y regiones intronicas, los niveles de esta marca son mayores durante el ZT8 en fase
con launion de CLOCK/BMALI (Figura 29C). La marca H3K4me3 de acuerdo a lo esperado
se encuentra enriquecida bordeando la region rio arriba del TSS y el sitio de uniéon de BMAL1
del intron 1 (Figura 29B). La oscilacion en la sefial de H3K4me3 es muy evidente, estando
enriquecida durante el ZT 8 y alcanzando niveles similares al resto del gen durante la fase
opuesta. Finalmente, se visualizd la marca H3K4mel, la cual no mostré enriquecimiento
evidente en la region visualizada, aunque se encuentr6 en general mas enriquecida al ZT20,

lo esperado por la disminucion de la H3K4me3 en este ZT (Figura 29A).
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Figura 169 - Datos de ChIP-seq en el locus de Dbp para la H3K27ac, H3K4me3 (B) y H3K4mel (C).

Los datasets fueron visualizados en IGV, en rojo se muestra la sefial correspondiente al ZT 8 y en azul al ZT20.
En el tercer track se muestrala sefial correspondiente al Input. En la parte inferior se muestra la anotacion génica
que abarca el gen Dbp y parte de Carl 1. Datasets tomados de GSE39977.

7.3 Implementacion de un protocolo de 4C-seq en higados de ratones sanosy
obesos.

Con el objetivo de determinar el interactoma del gen Dbp en los grupos experimentales se
decidi6 usar la técnica 4C-seq usando como bait el gen Dbp. Para ello se realizo inicialmente
la estandarizacion de la técnica, se determind primero si existe una variacion en la eficiencia
con que el DNA se corta debido a las condiciones de entrecruzamiento, se probaron varios
tiempos de entrecruzamiento (10, 15 y 20 minutos) (Figura 30). En los 3 casos se usé
formaldehido al 2% y se compard con un control sin entrecruzamiento. Con base en estos
resultados, se decidio ocupar el tiempo de 15 minutos (Figura 30A carril 6), debido a que la

restriccion fue muy eficiente, lo cual garantiza que el entrecruzamiento ocurra en la mayor
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parte de interacciones y no se pierdan capturas poco frecuentes para el punto de vista de

nuestro interés.
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Figura 30 - Digestion con HindIIl y ligacion.

En A, se observa la digestion de las muestras entrecruzadas a 3 tiempos (10, 15 y 20 minutos), también se
muestra la digestion de una muestra sin entrecruzamiento. Gel de agarosa 0.8%. G — gendémico y R — Digestion
con HindIIl. En B se muestra tras la primera restriccion (carril 2) y ligacion (3). El DNA genémico se muestra
en el carril 1.

En el paso siguiente de correspondiente a la ligacidon se observo un corrimiento a la fraccion

mayor a 10 kb (Figura 30B) de acuerdo a lo reportado previamente.

La segunda restriccion y ligacion generaron fragmentos de los tamafios esperados, por lo que
se procedid a procesar las 8 muestras (Figura 31). Tras la primera restriccion se genera un
barrido de fragmentos con un enriquecimiento en el peso de 10kb, este aumenta tras la
primera ligacion. Tras la restriccion con Csp6l y la ligacion del material se genera un barrido

que va desde fragmentos menores al 00pb hasta 10kb.
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Figura 17 - Procesamiento de muestras 4C.

Se muestran las 8 muestras procesadas para la determinacion del interactoma de Dbp. Para cada muestra DNA
genomico, 1ra restriccion (HindlIII), ligacion, 2da restriccion (Csp6l) y 2da ligacion. Gel de agarosa 0.8%.

Una vez obtenido el DNA 4C, se realiz6 la estandarizacion para la amplificacion de la libreria
de 4C con los primers largos para todas las muestras (Ver Métodos, seccion 6.7.6) (Figura
32). Hasta este paso, la composicion del material 4C para nuestras muestras concuerda con
lo reportado previamente con un barrido de fragmentos menores a 10kb hasta fragmentos
menores a 100 pb [149]. La realizacion de la técnica de 4C en higado de ratones adultos es
por tanto factible y no depende del tipo de dieta. Esta es, hasta donde sabemos, la primera
vez que se realiza un protocolo de 4C en higados de ratones sometidos a obesidad inducida

por la dieta.
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Figura 32 - Amplificacion del material 4C de las muestras usadas para secuenciacion.

Se muestran los patrones de amplificacion para las 8 muestras usadas, A (Control ZT6), B (Control ZT18), C
(HF ZT6) y D (HF ZT18). Geles de agarosa 0.8%.

7.6 Secuenciacion de las librerias 4C de higados de ratones sanos y obesos.

Con objeto de determinar el interactoma de Dbp, se procedio a la secuenciacion de las
librerias de 4C. Primero, se realizd una seleccion de tamanos de los fragmentos para
conservar fragmentos menores a 2kb (ver Métodos, seccion 6.5.1). Se observé que para todas
las muestras, la mayor parte de fragmentos se encuentran por debajo de los 2000 pares de
bases (Figura 33). Los fragmentos mayores a 10 kb fueron eliminados, y algunas muestras

tienen fragmentos mayores a 2kb, sin embargo, representan un bajo porcentaje de la muestra.

Como se observa en la Tabla 2, se obtuvieron entre 900,000 y 2,5 millones de lecturas para

cada muestra, lo cual estd en el rango aceptado para el andlisis de datos provenientes de

70



experimentos de 4C-seq en ratones ([125, 150]). Ademas, la mayor parte de la secuencia
(hasta los 100nt), tuvo una calidad muy elevada para todas las muestras (Anexo 2). Se
observo ademas que el porcentaje de alineamiento es muy elevado (=90%) (Tabla 2). En esta
linea, un pardmetro de control de calidad para experimentos de 4C-seq es la determinacion
de las lecturas mapeadas en el cromosoma del gen de interés o “viewpoint” (VP) (cromosoma
7 para Dbp). Para todos los experimentos la recuperacion de interacciones en el cromosoma
del VP fue mayor al 45%, que corresponde a una buena calidad de experimento de acuerdo
a reportes previos (> 40% de reads en el cromosoma VP) [126]. El nimero total de lecturas
con las que se realizé el analisis se muestra en la columna “Totales” de la Tabla 2, y sobre

estas se realiz6 el andlisis informatico para la interpretacion de los datos.
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Figura 183 - Composicion de las muestras tras la seleccion de tamaiios.
Electrofenogramas mostrando la composicion de tamafios de las 8 muestras tras la seleccion de tamafios. A

(Control ZT6), B (Control ZT18), C (HF ZT6) y D (HF ZT18). En el eje X se representa el tiempo de retencion
en segundos, y en Y Unidades de Fluorescencia. Marcadores de 35 y 10380 pb aparecen indicados en verde y
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morado, respectivamente. Los nimeros que aparecen sobre la grafica corresponden a los pesos moleculares, se
observa que la mayor parte de los fragmentos tienen un PM menor a 2kb.

Muestra Reads Alineadas % chr? % Totales
CD1 Zt6 2431966 2292990 1160286 50.60% 24315966
CD2 Ztb 1375345 1277412 658062 51.51%

CD1 Zt18 1222758 1167765 548724 46.98%

CD2 Zt18 1182412 1120916 582660 51.98%
HFD1 7t 822485 790857 402668 50.91%
HFD2 7t6 15988612 1906043 1099244 55.27% 1588612
HFD1 Zt18 2419748 2321132 1162172 50.06% 2419748
HFD2 Zt18 2150580 2015773 988142 45.94% 2150580

Tabla 2 — Panorama general de las secuencias obtenidas. Se muestra el nimero de lecturas obtenidas y el
porcentaje de lecturas mapeadas. Se muestra también el nlimero y porcentaje de lecturas en el cromosoma VP.
En rojo se muestran muestras a las que se les afiadieron lecturas obtenidas en una primera secuenciacion, ya
que todas las muestras fueron secuenciadas por duplicado

7.7 El locus Dbp presenta un interactoma circadiano en higado de raton.

En una aproximacion inicial para el analisis usando R3Cseq [138] (Figuras mostradas en el
anexo 3), se determind que este pipeline de andlisis de datos de 4C presenta algunas
desventajas respecto a otros. Entre estas se puede mencionar que un gran nimero de
interacciones son llamadas como significativas en regiones cercanas al VP, lo cual es debido
al analisis poco astringente de este pipeline. Ademads, se ha demostrado previamente que
muchas de las interacciones identificadas con R3Cseq carecen de significancia bioldgica
[151]. Sin embargo, se considerd que para un primer acercamiento a los datos podria ser
informativo este andlisis. Interesantemente, se observd que para todas las muestras
analizadas, las interacciones downstream del VP estan restringidas a la region comprendida
en las primeras 300 kb a partir del VP, y después de esta distancia la sefal decae
drasticamente. Este comportamiento no se observa al analizar las interacciones upstream del
VP, en este sentido se observa un decremento gradual en la sefial hasta 1 Mb de distancia del

VP (anexo 2).

Debido a las desventajas mencionadas para R3Cseq, se decidi6 profundizar en el analisis
usando el pipeline de FourCseq[151]. Lo primero que se analizé fue la reproducibilidad de
los datos entre los replicados. El andlisis mostrd que los replicados son reproducibles entre

si, ya que, de acuerdo a lo esperado, la correlacion fue mayor en los fragmentos con mayor
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numero de lecturas, los cuales corresponden a la region cercana al VP (Figura 34), de acuerdo

a lo reportado previamente [151].
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Figura 194 - Grdficos de dispersion mostrando la correlacion entre los replicados.

En los ejes X y Y se encuentra el nimero de lecturas para los dos replicados. Cada punto corresponde a un
fragmento.
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El andlisis para deteccion de interacciones detect6 en el grupo control al ZT6 la presencia de
6 interacciones significativas (Z-score > 2 en ambos replicados y FDR< 0.05). Ninguno de
estos fragmentos es detectado como interaccion significativa en la fase opuesta, ZT18 (Figura

35A).
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Figura 20 - Andlisis de CD6 contra CD18 (A) y HF6 contra HF18 (B) en FourCseq.
Debajo de los mapas de interaccion se muestran barras correspondientes al andlisis diferencial (verde
enriquecido en ZT6 y rojo en ZT18). La ventana mostrada corresponde a 1.5 Mb con el VP en el centro. En el

eje X se muestra la posicion genomica y en Y el conteo con transformacion estabilizadora de la varianza para
cada muestra. Cada punto negro corresponde a un fragmento bordeado por sitios de restriccion de HindIII.

En los higados de los ratones alimentados con dieta rica en grasas, se detectan 7 interacciones

significativas entre el locus de Dbp y las regiones adyacentes al ZT6 (Figura 35B). Al igual
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que en los higados de los ratones control, el nimero de interacciones significativas disminuye
a ZT18 (Figura 35B), presentandose tan solo 3 interacciones significativas. Esto es coherente
con la dindmica circadiana de expresion de Dbp, ya que su maximo de expresion es a ZT6, y
se ha descrito que, en general, las interacciones a distancia con elementos reguladores son
mayores en la fase en que el gen se transcribe ([2, 128]). En conjunto, estos resultados indican
que el experimento de 4C-seq ha funcionado correctamente, ya que los replicados son
comparables, y apuntan a que el anélisis con el pipeline seleccionado es correcto, ya que se
obtienen resultados de una dinamica de interacciones acorde y logica seglin la expresion del

gen Dbp.

7.8 El interactoma circadiano del locus de Dbp se reorganiza en respuesta a la dieta
rica en grasas.

Para determinar si los animales alimentados con distintos tipos de dieta presentan un paisaje
regulatorio diferencial en cuanto a las interacciones a distancia con el gen Dbp, se procedid
a comparar los mismos ZT entre las distintas condiciones nutricionales (Figura 36). Se
observa que los perfiles generales son mas similares entre ZTs, con la mayoria de
interacciones conservadas en el ZT6 y un menor niumero de interacciones durante la fase

opuesta en ambas condiciones (Figura 36).

En el andlisis comparativo sobre las interacciones de Dbp entre las dos condiciones de
alimentacion, se identificaron 3 escenarios distintos para las interacciones; 1) Interacciones
que persisten entre los animales alimentados con dieta control y los alimentados con dieta
HFD 2) Interacciones especificas para la dieta control 3) Interacciones especificas de la dieta

HFD.

Este resultado muestra que la alimentacion con dieta rica en grasas juega un papel importante
en la regulacion del gen Dbp, la formacion de nuevos contactos en este grupo sugiere que la
obesidad inducida por la dieta tiene un efecto en la arquitectura de este loci gendmico
posiblemente mediada por la accion de factores transcripcionales regulados a la alta por la

dieta obesogénica [140].
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Figura 21 - Andlisis de CD6 contra HF6 (A) y CD18 contra HF18 (B) en FourCseq.

Debajo de los mapas de interaccion se muestran barras correspondientes al andlisis diferencial (verde
enriquecido en grupo control y rojo en HFD). La ventana mostrada corresponde a 1.5 Mb con el VP en el centro.
En el eje X se muestra la posicion gendmica y en Y el conteo con transformacion estabilizadora de la varianza
para cada muestra.
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7.9 Las interacciones detectadas muestran caracteristicas cromatinicas propias de
elementos regulatorios.

Para identificar las interacciones detectadas con potencial regulatorio, se mapearon los sitios
de interaccion con los datos circadianos previamente publicados de ChIP-seq para factores
de transcripcion (BMAL1 ZT8/20) y modificaciones postraduccionales de las histonas
asociadas a elementos regulatorios (H3K27ac, H3K4mel, H3K4me3 y P300 ZT8/20), asi
como accesibilidad de la cromatina (DNAse-seq ZT7/19) y transcripcion naciente (ZT 7/19)
(Figura 37).

Interesantemente, de 12 interacciones encontradas en total, 5 coincidieron con sitios de union
de BMALL, o bien presentaron marcas asociadas a elementos regulatorios activos (DHS y
H3K27ac). Particularmente las interacciones 1 a 4 coincidieron con sitios de uniéon de
BMALI y presencia H3K27ac. Ciertamente, algunas de las interacciones a distancia de Dbp
no sobrelaparon con las caracteristicas de elementos reguladores revisadas, por lo que no

podemos determinar su significado bioldgico con las herramientas disponibles.

Se procedi6 a analizar mas detalladamente las interacciones con potencial regulatorio, todas

ellas encontradas a ZT6 en alguna de las condiciones de dieta. Se distribuyeron en tres

grupos:

1) Interacciones constantes: presentes en los higados de ratones independientemente del tipo

de dieta, 2 en total que corresponden a los identificadores 4 y 5/6 de la figura 37.

2) Interacciones especificas de ratones sanos: Presentes especificamente en higados de

ratones control, 2 en total que corresponden a los identificadores 1 y 2 de la figura 37.

3) Interacciones especificas de ratones obesos: Nuevas interacciones que se producen en
higado de ratones obesos tras la alimentacién con dieta rica en grasas, 4 en total que

corresponden a los identificadores 6, 8, 9 y 10 de la figura 37.
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y transcripcion naciente (GRO-seq). En rojo se muestran las marcas que ocurren durante la fase diurna y en
azul la fase nocturna. Los recuadros que rodean las interacciones son rojos (CD ZT6), verdes (HFD ZT6),
morados (HFD ZT18), amarillo (CD y HFD ZT6) y negro (CD, HF ZT6 y HFD ZT18). Las interacciones 5 y
6 se referirdn de manera conjunta debido a que estdn muy cercanas y comparten caracteristicas cromatinicas.
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Entre las interacciones correspondientes al grupo 1), encontramos las tres identificadas como

4,5/6 (Figura 37).

La interaccion 4 (Figura 38A), corresponde a los genes Beat2 y 0610005C13Rik, un gen que
codifica un RNA largo no codificante (ncRNA). Interesantemente, se observa unioén de
BMALI1 y CLOCK en el fragmento adyacente en un intron de 0610005C13Rik (Figura 40A,
flecha roja), que coincide con un sitio accesible a la DNAsa y con presencia de H3K27ac,
por estas caracteristicas pareceria ser un elemento enhancer sin embargo no esta enriquecido
en la monometilacion de H3K4, en los tracks de GRO-seq se observa transcripcion en esta
region antisentido al gen 0610005C13Rik, que es mayor durante el ZT7. Este fragmento
podria ser el verdadero blanco de la interaccion sin embargo carece de sitios de Csp6l, por lo
que fue eliminado durante el anélisis. Es por ello que el fragmento adyacente pudiera haber

sido detectado como el fragmento de interaccion.

La interaccion 5/6 corresponde a dos contactos significativos con caracteristicas cromatinicas
similares, por lo que se los analizamos de manera conjunta. Este contacto fue también
detectado en higados de ratones de ambos grupos, CD y HFD, al ZT6. Corresponde a tres
fragmentos muy cercanos entre si que abarcan los genes Cyth2, Kcenjl4 y Grwdl (Figura
38B). Al analizar las marcas epigenéticas, se observo que Cyth2 y Grwdl tienen el perfil de
genes activos, con hipersensibilidad a DNAsa y H3K27ac en sus promotores. Es interesante
que el gen Cyth2 no muestra enriquecimiento de H3K4me3 sobre H3K4me, pero presenta un
pico de uniéon de P300. Ambos genes muestran transcripcidbn naciente que permanece
invariable en los ZT observados. El gen Kcnjl4 no presenta enriquecimiento en ninguna de

las marcas analizadas ni transcripcion naciente.
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Figura 23 - Interacciones compartidas por los grupos CD y HFD del ZTé6.

Se muestran los perfiles de las 3 interacciones compartidas, corresponden a las interacciones 4, 5/6 (A y B
respectivamente). En A se muestran los sitios de HindIIl/rojo y Csp61/azul.

En el grupo 2) se identificaron 2 contactos que se detectaron unicamente en las muestras de
higado de ratébn sometido a dieta normocalodrica, a ZT6. Estas interacciones fueron
identificadas con los numeros 1 y 2 (figura 37). La interaccion 1 abarca parte del gen Rps/1/
y Mirl150 (Figura 39A). Rspl1 tiene unién de BMAL1 y CLOCK durante la fase diurna en
la region del promotor. Transcripcionalmente, se observa que para Rpsl// no existen
diferencias entre los ZT observados. Al revisar a més detalle esa region, se encontrd que en
el intron 3 de Rpsll se encuentra un gen de snoRNA llamado Snord35b (Figura 40).
Interesantemente, la transcripcion de esta region si estd aumentada durante el ZT7, en fase
con Dbp. La interaccion 2, abarca el gen Aldhl6al (Figura 39B). Se identifico en esta
interaccidon una region intergénica con las marcas tipicas de enhancer, accesibilidad a la
DNAsa que sobrelapa con H3K27ac y con la marca H3K4mel. También tiene union de las
proteinas BMAL1 y CLOCK. Se observa en los tracks correspondientes a GRO-seq que en
la region mencionada existe un transcrito antisentido al gen Aldhl6al, sin embargo, tanto

este como la sefial observada en el TSS del gen parecerian ser mayores al ZT19.
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Figura 24 - Interacciones del grupo CD ZTb6.

Se muestran los perfiles de 2 interacciones presentes solo en este grupo. Corresponden a las interacciones 1 (A)
y 2 (B). La flecha en rojo muestra una region intragénica de interés.
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Figura 40 - Ubicacion del snoRNA Snord35b en el intron 2 de Rpsl 1.

Se muestra el gen Rps11 visualizado en el visualizador de la UCSC, en rojo se sefiala la region donde se localiza
el gen de Snord35b.

Por ultimo, las interacciones del grupo 3, son tres regiones que se encuentran interaccionando

con Dbp inicamente a ZT6 en los higados de ratones alimentados con dieta rica en grasas

(Figura 41).

La interaccion 7 (Figura 41A) presente de manera exclusiva en el grupo HFD al ZT6 abarca
el extremo 3’del gen Aktlsl y el promotor de Pnkp. El Gltimo intréon de Aktlsl presenta
accesibilidad y enriquecimiento de H3K4me3 asi como H3K27ac. En el GRO-seq se observa

que esta region genera transcrito antisentido al del gen Aktls1 (flecha).

La interaccion 8 abarca el promotor de los genes Bc/2112 y Lrf3 (Figura 41B).
Interesantemente, en el intron 1 de Lrf3 se observa un sitio hipersensible a la DN Asa con
uniéon de BMALIL. Al observar la transcripcion naciente se vio que en esta region se genera
un transcrito antisentido a Lzf3. La interaccion 9 corresponde a una region sin genes anotados
(intragénica) (Figura 41C), sin embargo, presenta accesibilidad a la DNAsa con unién de

BMALI1, H3K27ac y con enriquecimiento de la H3K4me sobre la H3K4me3. Tiene también
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union de P300 y presenta transcripcion bidireccional en el ZT7, por lo que podria tratarse de
un elemento enhancer. Por ultimo es interesante resaltar la interaccion 10 (Figura 41D), la
cual corresponde al gen Fgf21, el cual tiene union de BMAL 1 en su promotor, sobrelapa
ademas con la marca H3K27ac y unién de P300. Presenta también mayores niveles de
H3K4me sobre H3K4me3 (flecha). En el GRO-seq se puede observar que su transcripcion

es claramente circadiana, estando favorecida en el ZT7.
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Figura 41 - Interacciones del grupo HF ZTé6.

Se muestran los perfiles de 3 interacciones presentes solo en este grupo. Corresponden a las interacciones 8
(A), 9 (B) y 10 (C). Las flechas rojas muestran regiones de interés.
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8. Discusion de resultados

En este trabajo, hemos abordado la pregunta fundamental de como los estimulos nutricionales
podrian estar teniendo un impacto sobre la definicion de programas de expresion génica a
través de la reorganizacion de elementos regulatorios del genoma. Para ello, primeramente
generamos un modelo de obesidad inducida por la dieta, y se obtuvieron los resultados
esperados en los parametros analizados, de acuerdo a condiciones reportadas previamente
para animales obesos [152]. Asi, se observo el aumento de peso al final del experimento
(21.8%) tras 12 semanas, acorde con previos reportes [153], y el desempefio de los animales
en las pruebas de tolerancia a glucosa e insulina, el cual se realizé al ZT1 y ZT13 debido a
que el comienzo de la actividad de los ratones al ZT13, y es entonces cuando presentan mayor
sensibilidad a la insulina [133]. Los animales alimentados con HFD muestran desempefio
significativamente bajo en ambas pruebas: en la prueba de tolerancia a la glucosa durante el
ZT1 los niveles de glucosa en sangre permanecen mucho mas elevados que al inicio del test,
aunque a ZT13, la respuesta es mas efectiva. En contraste, los animales alimentados con la
dieta control recuperan sus niveles de glucosa basales al final del test, y permanecen
significativamente mas bajos que los HFD durante todo el test en ambos ZTs. Esta alteracion
denominada intolerancia a la glucosa se ha reportado también previamente para animales
obesos [154]. En el caso de la insulina se observa un comportamiento similar: en el ZT1, los
niveles de glucosa permanecen elevados en los animales alimentados con HFD, y a lo largo
de todo el test no disminuyen mas alla de los niveles basales. En contraste, el grupo control
presenta un rapido decremento de la glucosa sanguinea. En el ZT13, si se observa una
disminucién en los niveles de glucosa de ambos grupos; sin embargo, los niveles del grupo
HFD son significativamente mas elevados durante la mayor parte del experimento. Esto pone
en evidencia otra alteracion de los animales alimentados con HFD que es la resistencia a la

insulina [155, 156].

En cuanto a los niveles de transcrito de Dbp se observa algo similar a lo reportado en
referencias anteriores [87, 144] donde a los ZT utilizados durante este trabajo los animales
alimentados con la dieta alta en grasa muestran niveles mas elevados al compararlos con los
del grupo control. En las referencias mencionadas mas que un incremento de los niveles de

mRNA total de Dbp, se observa un adelanto de dos horas en su acrofase, de ZT8 a ZT6, de
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acuerdo a los resultados que obtuvimos en el estudio, con un aumento significativo en los
niveles de mRNA en el grupo HF al ZT6 (Figura 24), se observa un comportamiento similar
a dichos antecedentes, sin embargo no se puede asegurar si el avance de fase ocurre en

realidad debido a que nuestro estudio esta acotado unicamente a los ZT 6 y 18.

Se decidiod revisar el pre mRNA para Dbp dado que es un indicativo mas claro del estado
transcripcional del gen. Las diferencias en los niveles de transcrito naciente entre los dos
ZT’s, son muy similares a los obtenidos para mRNA maduro con niveles muy elevados en el

ZT 6 respecto al ZT 18.

Para el grupo control, los resultados obtenidos son consistentes con datos revisados de RNA
naciente [76, 157], donde para Dbp, el pico se encuentra dos horas antes que para mRNA

total, es decir, al ZT6.

Al visualizar datos de Gro-seq (GSE59486) (Figura 42A) de higado de ratones C57BL/6
sanos generados cada 3 horas, se observa que interesantemente el enriquecimiento en la
transcripcion naciente de Dbp esta restringido a la medicion del ZT7, respecto a este tiempo,
las mediciones anterior y posterior (ZT4 y ZT10) muestran un decremento drastico. Estos
resultados sugieren que Dbp se transcribe en un periodo muy particular que en ese estudio

con resolucion de 3 horas es observado al ZT7.

Por otro lado, opuesto a los niveles significativamente mas elevados observados para el grupo
HF en mRNA maduro, los niveles de pre mRNA del grupo HF al ZT6 son significativamente

menores que en el grupo control (Figura 25).

De manera interesante, al visualizar datos de Gro-seq de higado de ratones C57BL/6 con
obesidad inducida por la dieta (DIO) (Figura 42B, GSE108878) generados cada 3 horas, se
observo que los niveles de transcrito naciente de Dbp son mas bajos que en el grupo control
al ZT7, esto es consistente con nuestra medicion de pre mRNA (Figura 25), adicionalmente
se observd que a diferencia del grupo control donde el enriquecimiento en transcripcion
naciente en este locus se restringe al ZT7, en el grupo DIO este abarca las mediciones de los
ZT 4, 7 y 10. Esto sugiere que la alimentacion con la dieta alta en grasas es capaz de
desregular la transcripcion de Dbp de dos maneras, por una parte disminuyendo su nivel de

transcripcion naciente durante la acrofase y por otra parte ampliando su fase de transcripcion.
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Esta ampliacion de la fase, en particular el enriquecimiento en la transcripcion al ZT4 podria
impactar en la acumulacion de mRNA pudiendo explicar los niveles mas elevados en el nivel

de mensajero maduro que observamos al ZT6 (Figura 24).
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Figura 25 — La dieta alta en grasas reorganiza la transcripciéon de Dbp.

GRO-seq mostrando la transcripcion naciente en Dbp en higado de raton C57BL/6 control (A) y con obesidad
inducida por la dieta (B). Las muestras fueron tomadas cada 3 horas durante 1 dia. En rojo se muestran los ZT
en donde la transcripcion esta enriquecida.
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Para el 4C-seq se corrobor6 en todos los pasos lo esperado de acuerdo a lo reportado para la
técnica [126, 158, 159]. La generacion de librerias con indexado para cada muestra se realiz6
exitosamente mediante la estrategia para la generacion de liberias para metagendmica con
16S de Illumina. La variacién en el nimero de reads obtenidas para cada muestra se podria
atribuir a la composicion de las librerias observada en el Bioanalyzer, puesto que las liberias
con fragmentos de mayor tamafio tienden a generar menor numero de lecturas durante la
secuenciacion. Esto podria resolverse posiblemente recalculando la molaridad relativa de
cada muestra, tomando en cuenta su composicion de tamafios, antes de cargarlas en el

secuenciador.

La calidad de las secuencias fue muy elevada, asi como su mapeabilidad al genoma. La
calidad de las muestras a nivel del experimento es buena también tomando como parametro
el porcentaje de lecturas mapeadas al cromosoma del viewpoint (cromosoma 7 para Dbp)
[126] (>45%). Una estrategia a tomar en cuenta en base a experimentos recientes es la
disminucién de profundidad de la secuenciacion a cambio de la generacion de mayor
enriquecimiento de la libreria aumentando el material 4C amplificado por PCR, lo cual ha
demostrado generar mayor rendimiento para la deteccion de interacciones significativas

[150].

Respecto a los analisis realizados, inicialmente se realizd un llamado de interacciones
significativas con el paquete R3Cseq. Al igual que otros paquetes usados para el andlisis
estadistico de interacciones de 4C-seq, este andlisis se basa en la utilizacion de un algoritmo
para la modelacion de la senal tedrica a lo largo del cromosoma VP, el cual se basa en la
observacion de la disminucion de probabilidad de interacciones conforme se aleja del VP, y
otro algoritmo adicional para la modelacion de las probabilidades de interaccion en cis lejano
y en trans [138, 160]. Se realiza una normalizacion de los datos a RPM para contender con
las diferencias en la profundidad de secuenciacion entre muestras, y se realiza el conteo de
lecturas por fragmento o por ventana gendémica. El analisis por ventana gendmica permite la
deteccion de interacciones en ventanas de tamafio variable para detectar significancia de
interacciones en regiones de mayor tamafio del genoma, tipicamente se usa una ventana de
Skb que puede variar para adecuarse a la reproducibilidad de las interacciones entre

experimentos [161]. En el caso del presente trabajo se eligieron las ventanas 5kb y 3kb, y en
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la segunda fue donde se llamaron mayor numero de interacciones en el analisis Batch (con

replicados y comparando condiciones).

Se observaron varias desventajas en los analisis generados por este pipeline, siendo la mas
evidente la identificacion de un gran numero de interacciones en todas las condiciones,
muchas de las cuales carecian de significancia biologica alsobrelaparlas con marcas
epigenéticas y anotaciones génicas. Esto imposibilitd la interpretacion de los datos y es
acorde a lo descrito previamente [151] por el grupo que implementd el pipeline FourCseq,
donde se reporta que R3Cseq carece de pardmetros lo suficientemente astringentes para
detectar interacciones reales, asi como un método adecuado de normalizacion para evitar
sesgo en los datos, generando muchos falsos positivos. Debido a esto, se decidid revisar un

pipeline alternativo para el analisis de los datos.

En el analisis por FourCseq, el algoritmo usado para el modelaje de la sefial en cis es mas
astringente que en R3cSeq y detecta un menor numero de interacciones, sin embargo, se ha
demostrado mayor validez en las interacciones detectadas en comparacion con R3cSeq [151].

La principal bondad de este paquete es que permite el analisis comparativo entre condiciones.

El resultado mas evidente al analizar los datos de nuestros distintos grupos es que existen
claras diferencias entre ZT6 y ZT18 independientemente del tipo de dieta. En concreto,
durante la fase transcripcional de Dbp (ZT6) se detectan interacciones en cis que desaparecen
en la fase opuesta. Esto sugiere un interactoma circadiano y dindmico para Dbp en ratones,
similar a lo reportado previamente para este gen en MEFs [2] y para otros genes en
higado[128, 162]. Estos reportes previos ilustran que los genes circadianos tienden a formar
contactos durante su fase transcripcional con elementos que favorecen su transcripcion o con
los que colocalizan en fabricas transcripcionales, mientras que, en la fase opuesta, estos
contactos ocurren con menor frecuencia lo que correlaciona con la disminucién en la

transcripcion del gen.

Para determinar el papel de las interacciones, se utilizaron bases de datos previamente
generadas por otros grupos, las cuales nos permitieran discernir el estado cromatinico de las
regiones contactadas y determinar a qué tipo de secuencia gendémica corresponden. Para ello,
ocupamos como marcador de la accesibilidad de la cromatina datos de DNAse-seq, que

permite determinar qué tan accesible es una region analizada a la DNAsal. Regiones
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hipersensibles a la actividad de esta enzima generalmente corresponden a elementos
regulatorios (enhancer, promotor, insulator) que se encuentran desprovistos de nucleosomas
[74, 75]. Algunos elementos, sin embargo, aunque se encuentran en sitios de cromatina
accesible no se encuentran activos. Por ello, un marcador adicional que nos permitid

determinar si dicho elemento se encuentra activo en las condiciones analizadas es la marca

de histona H3K27ac [163, 164].

Un parametro que se ha usado ampliamente para la identificacion de elementos enhancer y
promotor es el estado de metilacion de H3K4. Se sabe que los promotores generalmente tiene
mayor nivel de la trimetilacion de H3K4 (H3K4me3) que de monometilacion
(H3K4mel)[165], mientras que los enhancer tienen mayores niveles de la H3K4mel. Se ha
mostrado que la H3K4me juega un papel importante en la formacién de asas enhancer-
promotor [166]. Ademas, existe un subgrupo de promotores con la capacidad de funcionar
como enhancer que presentan niveles mayores de H3K4mel, apoyando el papel que
desempefia esta marca para la funcion de enhancer [167]. Un parametro adicional que permite
discernir elementos enhancer es la presencia la proteina P300, por lo cual se decidio

visualizar también [168].

Se visualizé también BMALI, parte del complejo CLOCK/BMALI que se une de manera
circadiana al promotor de Dbp, por lo que se le atribuye la transcripcion circadiana de este
gen. Se ha reportado ademads que los enhancers circadianos con fase entre los ZT 6-9 estan
enriquecidos en elementos E-box [76], por lo que algunos de los enhancer a cargo de la
regulacion de Dbp que tiene esa fase de transcripcion podrian estar regulados por BMALIL.
Ademas de esto, se ha reportado que Dbp podria estar incluido durante su fase transcripcional
en fabricas transcripcionales enriquecidas en genes circadianos con la misma fase
transcripcional y que contienen en sus secuencias por lo tanto elementos E-box, el motivo de
uniéon de BMALI1 ([2]). Dada esta evidencia, BMALI es un elemento interesante para

analizar en las interacciones obtenidas.

Se distinguen tres tipos de interacciones: 1) interacciones conservadas en ZT6, 2)
interacciones especificas de los higados de ratones sanos 3) interacciones especificas de los

higados de ratones obesos.
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El primer grupo contiene 2 interacciones, en la primera interaccion (Figura 38A) se observo
accesibilidad a la DNAsa asi como enriquecimiento de H3K27ac y union de BMALI. Esta
ubicada en una region intronica compartida por Beat2 y 061005C13Rik. Esta region se esta
transcribiendo mayoritariamente al ZT7, esto es consistente con los hallazgos [75] sobre la
correlacion de la fase de transcripcion de enhancer circadianos con genes circadianos en
cercania. La interaccion se conserva en las dos condiciones pero ocurre Unicamente al ZT6,

lo que sugiere un papel importante en la activacion transcripcional de Dbp.

La siguiente interaccion que se conserva dieta control y HFD del ZT6, (figura 38B) abarca 2
genes, en ellos no se observa union de BMAL1 y muestran Unicamente las caracteristicas
tipicas de promotores activos para los 2 genes que abarca, estos muestran transcripcion
divergente en sus promotores pero favorecida en el sentido del gen. Cyth2 presenta en su
region promotora niveles similares de mono y trimetilacion de H3K4, tiene ademas union de
P300, estas caracteristicas podrian sugerir un posible rol regulatorio para para contactos
distales, sin embargo no son concluyentes [117]. Los mecanismos de regulacion para ambos
genes no estan reportados por lo que la funcionalidad de esta interaccion no es clara, incluso

podria tener inicamente un papel estructural y carecer de efecto sobre la regulacion de Dbp.

En el grupo 2 se encuentran las interacciones presentes unicamente en el grupo control al
ZT6. La primera de estas (Figura 39A) corresponde al gen Rps//, que tiene union circadiana
de BMALI en su region promotora. Curiosamente, la transcripcion de este gen se observa
invariable a los 2 tiempos observados. Sin embargo, en la region correspondiente al intrén 3
se observa transcripcion en el mismo sentido de Rps// que se encuentra claramente
favorecida durante el ZT7 (Figura 39A). Este transcrito corresponde al gen Snord35b (Figura
40), que previamente se ha reportado [169] pertenece a un grupo de snoRNAs circadianos
involucrados en la maduracion de rRNAs. Esta interaccion solo es significativa en el grupo
control al ZT6. De manera interesante el gen Rps// no parece transcribirse de manera
circadiana, aunque la union de BMALI1 ocurre en su region promotora y no sobre el gen

Snord35b.

La segunda interaccion encontrada (Figura 39B) abarca parte del gen Aldhl6al, y contiene
una region accesible a la DNAsa con las caracteristicas epigenéticas propias de un elemento

enhancer, ademas de la union de BMALI1 durante el ZT8. Esta region se encuentra en el exon
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4 del gen Aldhl6al. Aunque cominmente los enhancer intragénicos se encuentran en
regiones intronicas, se sabe que también algunos colocalizan con exones de genes
codificantes [170]. Se observa también en el GRO-seq que la region genera transcrito
antisentido al gen Aldhl6al, sin embargo, contrario a lo esperado se observan niveles mas

altos de transcripcion durante el ZT19.

Mientras que la transcripcion de eRNAs en la mayoria de los reportes correlaciona con la
actividad del enhancer [171, 172], se ha reportado también que la transcripcion del enhancer
no es indispensable para su funcion, y que enhancer activos pueden no presentar transcripcion
[173]. La mayoria de la evidencia al respecto es durante procesos de desarrollo o
diferenciacion celular, donde la actividad del enhancer esté restringida a un evento. Los genes
circadianos requieren mayor dinamismo en su regulacion al estar activos durante una fase
especifica dia tras dia. En este sentido, se ha reportado para la transcripcion circadiana de
eRNAs que su fase generalmente correlaciona con la fase del gen mas cercano. Se reporta
que un 76% de genes circadianos oscilan en fase con menos de 3 horas de diferencia con
eRNA s localizados en un rango de 200kb de su sitio de inicio de la transcipcion [76]. Sin
embargo, en estos reportes no se interpretan los pares enhancer-promotor cuyas fases de
transcripcion no tienen correlacion, ademas de que no se comprueba que los contactos entre
los elementos mencionados ocurran realmente. Se habla ademas de que los eRNAs
circadianos tienden a estar enriquecidos en ciertos motivos de union de factores de
transcripcion de acuerdo a su fase de transcripcion. Los eRNAs enriquecidos en motivos E-
box se encuentran en la fase ZT6-9, mientras que en la fase ZT 18-24 el motivo enriquecido
es el RORE [76]. Se ha observado que el motivo RORE de uniéon de RORs y REV-ERBs esta
presente en muchos de los enhancers circadianos particularmente aquellos con fase
transcripcional ZT22 [128], es posible por lo tanto que esta region pueda estar regulada
adicionalmente por estos factores transcripcionales lo cual pueda alterar su fase

transcripcional.

Interesantemente, al revisar la uniéon de REV-ERBa a ZT10 (Figura 43A) en este contacto
[174], se observa que en la region de union de BMALI también se une REV-ERB a. Esto
podria explicar lo observado en los analisis de GRO-seq, que muestran que la transcripcion

es mayor durante el ZT19 (fase de los eRNA regulados por motivos RORE [76]). La
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ocurrencia de esta interaccion cuya actividad transcripcional estd favorecida durante la fase
opuesta a Dbp se desconoce [175, 176]. En esta misma linea, los enhancer regulados por
REV-ERBa interactian preferencialmente con sus promotores blanco durante la fase
correspondiente al periodo de menor union de REV-ERB a a la cromatina, ZT22 [128],
favoreciendo la transcripcion de dichos genes durante esta fase que es corresponde a la de

menor actividad transcripcional de Dbp.

La colocalizacion de estos dos factores transcripcionales ha sido reportada anteriormente para
un tipo de regulacion denominada represion facilitada, en la cual REV-ERB a requiere del
reclutamiento de factores como CLOCK/BMALI o ROR a para volver accesibles sus sitios

de union y ser reclutado a la cromatina [177].

Esta interaccion es interesante también debido a que coincide con lo que se ha reportado
previamente, contrario a lo esperado Unicamente un 26% de los sitios de unidén de
CLOCK/BMALI tienen transcripcion circadiana en fase con la unidon de estos factores e

importantemente el 38% presentan transcripcion durante la fase opuesta [178].
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Figura 26 - Colocalizacion de BMAL1/Rev-erbQ.

Las interacciones 2 y 8, se muestran los tracks de GRO-seq del ZT y 19 ademas de la union de BMALI1 ZT6 y
Rev-erba ZT10.

En este trabajo, resulta muy interesante la deteccion de nuevos contactos formados ente el
locus de Dbp y regiones adyacentes, especificamente en los animales obesos. La primera de

estas corresponde a la interaccion 7 mostrada en la figura 41 A, se localiza en el extremo 3’
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UTR del gen Aktlsl y el promotor de Pnkp. Se observa transcripcion naciente antisentido
del gen Aktlsl. Por la region y las caracteristicas de cromatina de la region, podria
corresponder a un elemento enhancer. Aunque la presencia de H3K4me3 no es canonico en
estos elementos, se ha reportado que algunos enhancers activos si presentan esta

caracteristica [184, 185].

La interaccion 8 (Figura 41B), también unicamente en el grupo HF6, sobrelapa con el gen
[rf3, y en su introén 1 se observa hipersensibilidad a la DNAsa, asi como unién de BMALI
en el ZT6. Los niveles de monometilacion y trimetilacion de H3K4 son muy similares y se
observa transcrito antisentido a /rf3, como ocurre en la interaccion 2 parece haber mas
transcripcion antisentido durante el ZT19 que en el 7. Al revisar la union de REV-ERB a, se

observo algo similar a lo descrito para interaccion 2 (Figura 42).

La tercera interaccion de este grupo sobrelapa con el gen Figf21 (Figura 41C). Este contacto
es de particular interés debido a que Fgf21 pertenece a la familia de factores de crecimiento,
y los téjidos que lo producen mayormente son metabolicamente activos, incluyendo los
tejidos adiposos y el higado. Juega un papel en el metabolismo energético, y se ha visto que
en condiciones de ayuno el higado secreta este factor a la circulacion [179]. Adicionalmente,
en ratones alimentados con dieta cetogénica, la cual promueve la oxidacion lipidica como
fuente de energia, se observa un aumento de hasta 25 veces en los niveles de Figf21 [180].
Particularmente, la administraciéon intravenosa de FGF21 en ratones ob/ob y db/db,
disminuye los niveles de glucosa y triglicéridos séricos [181]. Ademas, ratones transgénicos
que sobreexpresan Fgf21 tienen peso significativamente menor a los ratones WT, y menores
niveles de glucosa en sangre. Interesantemente, al analizar el tejido adiposo se observo que
tenian mayores niveles de grasa marréon y menores niveles de tejido adiposo blanco
subcutdneo asi como menor acumulacion de grasa en el higado [181]. En cuanto a su
regulacion transcripcional en higado, el factor mas estudiado que regula la expresion de
Fgf21 es PPARa. El bezafibrato, un agonista de PPARa, incrementa significativamente los
niveles de mRNA de Figf21 en hepatocitos [180]. Ademads, ratones KO para PPARa muestran
niveles muy disminuidos de FGF21 en condiciones normales y de ayuno [180].
Interesantemente, se ha mostrado que la funcién de PPARa tiene un componente circadiano

ya que la administracion del agonista bezafibrato solo incrementa los niveles de FGF21 al
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ser administrado al ZT14 y no al ZT2 [182]. Otro factor transcripcional que se ha visto
involucrado en la regulacion de Figf2/ es ChREPB [183]. Los datos de GRO-seq para este
gen muestran claras diferencias en su transcripcion naciente, estando favorecida durante el
ZT7. La formacion de este contacto en HFD ZT6 es interesante, ya que se ha reportado en
modelos de obesidad inducida por la dieta el aumento en los niveles de PPARa asi como la
adquisicion de ritmicidad en elementos regulados por este factor transcripcional[140].
Adicionalmente, ChREBP muestra también un incremento en sus niveles de transcripcion en
condiciones de obesidad inducida por la dieta [140]. Este hecho junto con la observacion de
enriquecimiento de la H3K4me sobre la H3K4me3 en la region promotora de Fgf2] hacen
esta interaccion interesante para el estudio de su posible implicacion en la regulacion de Dbp

en condiciones de obesidad a través de asas de cromatina.

Por utimo la interaccion 10 sobrelapa con una region intergénica (Figura 41D) que presenta
accesibilidad en el track de DNAse-seq, y estd enriquecida H3K4mel y P300. Ademads, en
parte de la region se observa también union de BMALL. A nivel de transcripcion, se observa
transcripcion bidireccional que parece estar enriquecida durante el ZT7, la ganancia de esta
interaccion en la condicion HFD podria favorecer su transcripcion, por lo observado en el
GRO-seq la actividad de esta region estd favorecida en la fase diurna lo cual es acorde a la

fase de Dbp[184, 185].

Es interesante remarcar que seis de las ocho interacciones encontradas muestran union de
BMALI (1, 2,4, 7, 8 y9). Adicionalmente, dos de estas se localizan en promotores (1 y 8) y
las demas en regiones intergénicas. Esto concuerda con lo reportado previamente [2, 186],
ya que se propone que se da una congregacion espacial al interior del nucleo celular de
secuencias reguladas de manera circadiana (promotores) durante la fase transcripcional de
los genes involucrados en estos contactos, los cuales disminuyen su frecuencia de interaccion
en la fase opuesta y transcripcionalmente silente. Adicionalmente, algunas de estas
secuencias muestran transcripcion en fase con Dbp (consistente también con [2, 76, 140])
mientras que otras (2 y 6) muestran niveles mas elevados de transcripcion en la fase opuesta
pese a que presentan union de BMALIL. Todas estas interacciones descritas en nuestro trabajo
podrian regular la transcripcion de Dbp, tanto sus niveles transcripcionales comoen su fase

de transcripciona lo largo del ciclo circadiano, y de manera diferencial en repuesta a distintos
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estados metabdlicos, aunque su papel necesita ser corroborado para poder asegurarlo. Sin
embargo, considero que este trabajo es una primera aproximacion para entender como el
metabolismo celular sefializa a la cromatina para generar respuestas en programas de
expresion génica y, en este caso, a través de la formacion de interacciones especificas entre

genes concretos y elementos regulatorios para coordinar una respuesta adecuada.
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9. Conclusiones

-El efecto de una dieta alta en grasa durante 12 semanas genera parametros metabolicos

alterados (obesidad, aumento en la glicemia y resistencia a la insulina).

-Los niveles de mRNA para Dbp oscilan de acuerdo a lo reportado previamente, presentando

un incremento en sus niveles al ZT6 en los animales alimentados con la dieta alta en grasas.

-A nivel de pre mRNA se observa que los niveles de transcrito naciente al ZT6 son mayores

en el grupo control.

-El protocolo implementado para la técnica de 4C genera resultados confiables de acuerdo a

la homogeneidad en los datos obtenidos entre los distintos replicados bioldgicos.

-En el higado de ratdn, el andlisis de interacciones entre el gen Dbp y secuencias del genoma
a distancia revela claras diferencias entre los dos tiempos analizados, estando favorecidas

durante la fase transcripcional de Dbp (ZT6) independientemente del tipo de dieta.

-Existen 3 escenarios para las interacciones detectadas: 1) Interacciones que permanecen
constantes a ZT6, independientemente del tipo de dieta, 2) interacciones especificas de Dbp
con elementos reguladores en higados de ratones sanos y 3) interacciones especificas de Dbp

con elementos reguladores en higados de ratones obesos.

10. Perspectivas:

-Determinacion de la union de BMALL en regiones reguladoras de Dbp e interacciones

encontradas con union previamente reportada en animales con dieta control y alta en grasas.

-Analisis de motivos de CTCF y su direccionalidad para explicar mejor la formacion de

interacciones.

-Analisis en trans de los datos de 4C-seq para determinacion del panorama de interacciones

a lo largo de todo el genoma con los datos obtenidos en este estudio.

-Generacion de datos circadianos de caracteristicas que den informacion del estado
cromatinico en animales control y con dieta alta en grasas: GRO-seq, ChIP-seq con marcas

de cromatina, ATAC-seq, etc.
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-Determinacion de la funcion de las interacciones encontradas con particular énfasis en las

diferenciales entre las condiciones estudiadas.
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Anexo 1 — Composicion de las dietas

Macronutrientes % ‘ Densidad energética % Kcal/g ‘
24

Proteina cruda 18,6 Proteinas

Grasa (extracto de eter) 6,2 | Grasas 18
Carbohidratos (disponibles) 44,2 | Carbohidratos 58
Fibra cruda 3,5

Fibra neutra detergente 14,7

Ceniza 5,3
Densidad energética % Kcal/g
Caseina Proteinas 15
DL-Metionina 2,5 Carbohidratos 31
Maltodextrina 3.007.372 Grasas 53,5
Sacarosa 90,5

Grasa vegetal hidrogenada 274,1

Aceite de maiz 16

Celulosa 53,12

Mezcla mineral 35

Carbonato de calcio 5

Vitamina B12 (0,1% en manitol) 0,0396

Vitamina E (500 1U/g) 0,323

Vitamina A (500,000 1U/g) 0,053

Niacina 0,07

Pantotenato de calcio 0,0881

Acido félico 0,0026

Vitamina D3 (500,000 1U/g) 0,0059

Riboflavina 0,029

Tiamina (81%) 0,029

Piridoxina HCI 0,029

Vitamina C (97,5%) 1.355

Biotina 0,0006

Colina 4,66

Vitamina J3 0,066

Inositol 0,146

Acido p-aminobenzoico 0,146

Tabla 3 - Se muestra la composicion y densidad energética de las dietas usadas en el estudio. En azul la dieta
normocalorica (Teklad 2018S) y en verde la dieta alta en grasas (Teklad TD.160547).
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Anexo 2 — Control de calidad de |la secuenciacion

CD6-1 CD6-2

0
12343678810 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 12345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Fosition in read (bp} Position in read (bp}

CD18-1 CD18-2

123456780910 12 14 "1 zaaserosi0 12 14 16 18 20 22
Fosition in read (bp

12345678910 12 14 16 18 20 22 24 1234567 %6810 12 14 16 18 20 22 24
Position in read (bp)

Positien in read (bp)
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HF18-1 HF18-2

-

[0 N NN NN N O O R N M
36 IR TARTAR TR HEraEnEReEEE R - W TR AR R AR AR A A e
34 34
a2 a2
30 30
28 28
2 26
24 24
22 22
20 20
18 18
16 16
14 14
12 12
10 10
8 8
5 [
4 4
2 2
P 232506708910 12 14 16 18 20 22 24 25 28 30 32 3 3 @ 0 123456700910 12 14 16 18 20 22 24 2 28 30 32 34 3% 38 40

Position in read {bp) Position in read ibp)

Figura 44 - Control de calidad de las secuencias.

Se muestran los graficos correspondientes al analisis de calidad con FastQC para las 8 muestras secuenciadas,
las secuencias corresponden a 40pb después del primer especifico del bait. En el eje X se muestra el nimero de
la base revisada y en Y el puntaje de calidad, la region verde corresponde a calidad muy buena, amarillo a
razonable y rojo baja calidad.
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Anexo 3 — Analisis con R3Cseq
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Figura 45- CD6 vs CD18.

Se muestran en A las interacciones para cada cromosoma en verde para CD6 y rojo para CD18, en B las interacciones en el cromosoma
VP, en C y D las interacciones para una region de 0.5 (C) y 1 Mb (D) para cada lado a partir del VP.
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Figura 27 - CD6 contra HF6.

Se muestran en A las interacciones para cada cromosoma en verde para CD6 y rojo para CD18, en B las interacciones
en el cromosoma VP, en C y D las interacciones para una region de 0.5 (C) y 1 Mb (D) para cada lado a partir del VP.

111



CD18vsHF18 a)
chry
——hr G
chr1g
shri7
£he16
ehris
shr1d
13
ehr12
ehri
ichri0
chrd
ichrl
H
T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70O &0 OO0 100 120 140

Chromosomal position (Mbp)

1 o-alue=a000m
B 00051 roriumca 000

2000

B coooi om0t
[ LR L
[ 001 >a-vans<n 005

it
753"::‘:,2' Iy BALRL 1

Wi/ hf N

RPMs

500 1000

0

experimen

[
1 0.0000% >g-vakue<- £.0001
B 90001 >-siue<n 01 T

Jom== Ilm
= A

I — T ‘|
| |
\

2000
|

[IETIEE S

[T e—— I

RPMs

0 oosoqmiemnt

500 1000

2486 0
|

=2
|

log2(Exp/Cont)

—|  ogfee=1&ioglc = -1

T T T T
—4e+05 —2e+05 Oe+00 2e+05

Digtance (bp) from the viewpoint

Reads/Million

Reads/Million

RPMs

RPMs

log2(ExpiCont)

1000 1500 2000 2500

500

2500

2000

1000 1500

500

2 4 6 0 500 1000 2000 0 500 1000 2000

=2

— expeced mas

e
[ R
J 2001 o vmbeent

. 1 20001 =g-vakee 0001

- [ e smmueen oo
[T
H [T ——
- H 0 o1 >ammeeana
L, 0 o22g-wake<ans
[F——
T T T T T T T T
0.0e+00 2.0e+07 4.0e+07 6.0e+07 8.0e+07 1.0e+08 1.2e+08 1.4e+08
Chi Il it b
mn&]ason!a_po?“ ion (bp)
— epertearmocn e
i -
[ —
1 B 200 ke com
- . [T Tpe——r—
1 [T a———
F [ ersoeanmmt s
i [ etoomeeenz
[ Tee——r
[ smussas
b
i .
\_,.ﬁ/\_/v:\»_J
T T T T T T T T
0.0e+00 2.0e+07 4.0e+07 6.0e+07 &.0e+07 1.0e+08 1.2e+08 1.4e+08
Chromosomal position (bp)
SrEEIRT
Mlidd
& sl -
NBERE Snordat RoRREET T t9iieg Modlger  Toht
Sl SES RS e | e
el coommmmmmmefe anid = !
[) Ll »
i e T T TP TR T A PR
i s
B o-iuean o001 experimen
| W 20m1 so-ae<a 0o
§ coom >a-mues- oot
0 0001 =g-vaiuews 001
71 B 201 semnmemnos
[ orssameeat
—0 e -quilt 0z
0 52
|
(Y t i1
qm.,’[mjwﬂ,f A :
LAV T T R N Y
i [
Il s=iue—nco00! control|
R E————-
J 50001 >qmluesn 2001
[T —r
10 opt e s
T ——
0 2
i
ﬂﬂ‘ f’le ,l"\{ ﬂ#\. \ ]
TSN S PPy
n | ] ! I | ‘l” 1 |
Il § 1 11 11 111 I'T 11 1
11 T 7J It |
- 1 L | I Ll
— logaft =1 &logic o= -1 .
T T T

De+00

Digtance (bp) from the viewpoint

Figura 28 - CD18 contra HF18.

Se muestran en A las interacciones para cada cromosoma en verde para CD6 y rojo para CD18, en B las interacciones en

el cromosoma VP, en C y D las interacciones para una region de 0.5 (C) y 1 Mb (D) para cada lado a partir del VP.
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Figura 29 - HF6 contra HF 18.
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Distance (bp) from the viewpoint

Se muestran en A las interacciones para cada cromosoma en verde para CD6 y rojo para CD18, en B las interacciones
en el cromosoma VP, en C y D las interacciones para una region de 0.5 (C) y 1 Mb (D) para cada lado a partir del VP.
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