P N I T
AN VDL N

\u
e P R s
i B

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Maestriay Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Facultad de Quimica
Instituto Nacional de Medicina Gen6mica

Los Nutrientes como Zeitgebers: Respuestas Transcripcionales
en la Grasa Parda Implicadas en el Control del Balance
Energético

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias

PRESENTA:
QFB. Erick Carrefio Vazquez

TUTOR PRINCIPAL:
Dr. David Ricardo Orozco Solis
Instituto Nacional de Medicina Gendmica

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:
Dra. Nimbe Torres Torres
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
Dra. Elizabeth Larraine Jaimes Hoy
Instituto de Biotecnologia UNAM.

Ciudad Universitaria. CDMX. Octubre, 2019




Universidad Nacional

Auténoma de México

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicidon o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



I TNICE. e cueveererierce et st seeses s sssersssssas e sensasssssasssssss st sussssstnsesssnsssssssns st srnsessensassssens 1

Il. INAICE A FIGUIAS...curiirieeercieenreriesesesssse s cnssas s ssssassssssssssssssssesssssssssssssssessssasens 2
M. Lista de abreviaturas........ciiiinicnineinnicssssn s sssssssssssssss ssssssssssnes 4
V. ABradeCiMIENTOS....cccceceririrriiniiseecs s esressanesnssssssrnss e sassssssnsssnsssssasssssnsessnsssnssnnn 5
1. =T T T =T o N 6
2. INEFOAUCCION......ccuecreeerereeeerseeseeseasas s e e sessessnesessessnssnssnssassesssessessnssnassassasnassassasen 7
2.1 Elreloj CIrcadiano.........ecceceeeeceiecee e e csesse s s ssn s cesssnane sreesssnsssnanesasasssessneasnses 9
2.1.1 Organizacion del Reloj Circadiano........cccceeeerceecrsseccernsnesessseesnsssecsessssssnnsssessnnans 11
2.1.2. ElI RelOj MOIECUIAN......ccucecrreerreree e secetreecnsseessassseesnesasssasssessnssnsessasassessssanennn 12
2.1.3 Control Epigenético del Rel0).......ccueiveecirceecernsseesessescrssses s secennssessnssssessnsssens 13

2.1.4 Efectos de la disrupcidn de sistema circadiano en el control del metabolismo

................................................................................................................................................ 14
2.1.5 El Ambiente Modula los Ritmos Circadianos..........cccecevciveineininniineinennensnninsnnans 16
2.1.6 Los nutrientes como Zeitgeber exXterno...........uiiinininnneenes 17
2.1.6.1 Antecedentes en animales de laboratorio.............iiiinicnicnsensecseniennnn. 18
2.1.6.1 Antecedentes en hUmanos. ... s st 20
2.2, Tejido AdIPOSO Pardo........cccceerinrinnnssncsnsnnnsssnssnssssssssssssessssssssnsssssssns sssassssssnssanssns 21
3. HIPOTESIS..cccuureecereeeseenennsseeceesseessassseesaesseessssssnesssessessassstessessesssasssnesssssassasessssaassasnaens 24
4. ODbjJetivo GENEral...... et ceeee e e eesr e seesss e saeeenseessessnessnseesneaensnesannn 24
4.1. ODbjetivos ESPECIfiCOS. ....ccceurrrirerieecnrnsencnreneessanesessaessssesasssessnssssassssesessssssnnsssessnnes 24
R Y/ 121 o Yo (o] Lo Y- 1= T TSR RPN 25
6. RESUIAUOS... .ottt e s s s s s s s s s ane 29
728 1oL T 48
8. CONCIUSIONES ...ttt s s s s st s s b s s e asa st et eassassassnanens 62
0. POrSPECHIVAS...cccciiicrtieserisrnieintienniesttesnesssnsssnsasssnessssssssssssnsssnssenssessssssssssssasssnsasssnssssasssnss 63
10. Bibliografia......ccciceciisiieriincsseecr s s s e s ssessss s snesae ss sssessnssas ssnnsssnesnesnes 64



II. indice de Figuras.

Figura 1. Distribucion geografica de Diabetes mellitus tipo 2.......cocveveieececnce e, 7
Figura 2. El reloj biolégico interno es intrinSECO.......ccvvcveciecece e 9
Figura 3. Comportamiento circadiano de las mutantes de D. melanogaster................... 10

Figura 4. Descubridores del sistema circadiano. Componentes moleculares del reloj

Circadiano €N D. MeIANOGASLEN ........c.oce ettt et r et e st st 10
FIUIa 5. ZEITEEDEIS ...ttt et ettt e 11
Figura 6. Reloj circadiano MOIECUIAr........cocveoiieieee e e s 12
Figura7. Enzimas que modifican 1as hiStONa@S.......cuceveviieeieecece et 13
Figura 8. SIRT1 y la via de salvamento del NAD+........cccoeieieeeiceeeticecee et 14
Figura 9. Alteracion de [0S ZeitGEDErS.......cuivieeicice et er e raerens 16
Figura 10. La exposicion a la luz artificial y la obesidad.........ccccoveeeiricrereieierieeeeeeeee. 17
Figura 11. Balance ENergALICO. ...ttt sttt sttt st s b st e s es s st senaens 20
Figura 12. Tipos de Tejid0 adiPOSO0.......cceueieririireireee e et ste sttt er s aes e raes s er s 21
Figura 13. Generacion de Calor a través de UCP en el BAT......ccooveveeeececeeececeeeeeeeaas 22
Figura 14. Peso y consumo de alimento semanal.......ccccoeveieineieinncieiinee e 29
Figura 15. Temperatura corporal Circadiana. ..o veiriene e neneineere e e e e 30
Figura 16. Prueba de glucosa € iNSUlING........c.ccoeouirieieiee et 32
Figura 17. Expresion circadiana de l10s grupos de estudio..........cceeeeeverieeireenesienenicieneenecenne 33

Figura 18. Amplitud de expresidn circadiana de los genes se ve afectada por la HFD...35
Figura 19. Conjunto de genes que enriquecen la via de los procesos Ritmicos.............. 37

Figura 20. Genes que enriquecen las vias de la insulina y PI3K/AKT....c.ccccevvieveeeinnn. 38

Figura 21. Vias de MAPK Y MTOR.......cccccueieiitieeiet ettt sttt e e e e e e s s eraen s 40
Figura 22. Numero de factores de transcripcion identificados.........cccccevevevveierierinrennee. 41
Figura 23. Heat map de los factores de transcripcion oscilantes........ccccoceeeveveceeceennnnns 41

Figura 24. Red de regulacion metabdlica asociada a los factores de trascripcion
(ol [ or=To [ =1 s Lo 13O O OO OO PRUPRSPRRTT 43

Figura 25. Graficas de expresion Circadiana........ccoeececeieeiciietieceece et s 44

Figura 26. Grafica del niUmero de genes significantemente alterados debido a la HFD.45



Figura 27. Distribucion diurna de las vias enriquecidas con los genes en los
comparativos SDVSHF Y HFRVSHF .........oouiiiiiee ettt s e et e e sa e s 46

Figura 28. Ratio y expresién circadiana de mTOR, Akt2, Adipor2 y Foxn2....................... 48

Figura 29. Los nutrientes modulan el reloj molecular del BAT a través de los sensores
oYU Tl o Ta =1 1= ST SU SR STR 49



[1l. Lista de Abreviaturas.

HF. Grupo alimentado con dieta alta en grasa ad libitum
HFR. Grupo alimentado con una restriccion de alimento de 12 horas
SD. Grupo control, alimentado con una dieta estandar.
DG. Dieta alta en grasa

DTR. Dieta temporal restrictiva

SCN. Nucleo supraquiasmatico.

TAP. Tejido Adiposo Pardo.

DM2. Diabetes Mellitus Tipo 2

CCG’s. Genes controlados por el reloj.

NAD. Nicotinamida adenina dinucleétido.

OID. Obesidad Inducida por Dieta.

TAB. Tejido Adiposo Blanco.

ATP. Adenosina tri fosfato

ADP. Adenina di fosfato.

GE. Gasto energético.

IP. Intra peritoneal.

ZT. Zeitgeber time

FDR. False Discovery rate.

TTG. Test de tolerancia a la Glucosa

TTI. Test de tolerancia a la Insulina.



IV. Agradecimientos

Sin lugar a duda, es complicado llegar a realizar estudios de posgrado sin el apoyo de tus
seres queridos, amigos y familiares. En esta ocasion, quiero agradecer a mi familia, a mis
padres, mis hermanas y a mi sobrina, que han estado desde siempre impulsando mis
suefos y que sé que lo seguirdn haciendo, los amo. A todos mis amigos, a los cercanos
y a los que en este momento ya no lo son, pues en su momento también brindaron su
apoyo. A mi novia Julieta, gracias por tanto apoyo, sé que nos espera lo mejor, te amo.

Esta tesis se realizé bajo la direccidn del Dr. David Ricardo Orozco Solis, en el Laboratorio
de Cronobiologia y Metabolismo del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN) y la asesoria de la Dra. Nimbe Torres Torres del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) y de la Dra. Elizabeth Lorraine Jaimes
Hoy del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBT) como miembros del comité tutor.

Agradezco al Programa de Posgrado en Ciencias Bioquimicas (UNAM), y al Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca otorgada durante mis estudios
de maestria.

A la Unidad de Modelos Bioldgicos de Instituto de Investigaciones Biomédicas,
especialmente al responsable de la unidad, el Dr. Victor Daniel Garzén Cortés, asi como
a los veterinarios a cargo de la Sala 1, la MVZ Rubi Elizabeth Zavala Gaytan y la MVZ
Gabriela Oranday Mufioz, por su apoyo en el cuidado y mantenimiento de los animales.

A mis compafieros de laboratorio de Cronobiologia y Metabolismo del INMEGEN, la Dra.

Lucia Mendoza, M.C. Irais Rivera, Clarisa Marmolejo, Karla Avila, Dr. Israim Sotelo y

Ulises Vazquez por su apoyo técnico y tedrico en la realizaciéon de experimentos. Al
Maestro en Ciencias Raul Mojica por su apoyo en la Unidad de Microarreglos del
INMEGEN. Al Dr. Osbaldo Resendis del INMEGEN, por sus consejos para el analisis
bioinformatico.

A la Dra. Lorena Aguilar Arnal, de Instituto de Investigaciones Biomédicas y a los
miembros de su laboratorio, en especial a la M.C. Marcia Bustamante Zepeda por su
apoyo técnico y tedrico en la realizaciéon de experimentos y al M.C. Quetzalcoatl
Escalante por su apoyo en los experimentos fisioldgicos.

Este trabajo fue realizado con financiamiento del INMEGEN, 09/2017/I y Conacyt
Fronteras de la Ciencia (FC 2016/2672).

A los doctores Samuel Canizales (INMEGEN), Armando Tovar (INCMNSZ), Carolina
Escobar (UNAM), Haydee Lugo (UNAM) y Andrea Sachi (UNAM) por la revisién de la

presente tesis y por ser parte del jurado de grado de maestria.



http://www.biomedicas.unam.mx/personal-academico/victor-daniel-garzon-cortes/

1. Resumen.

El reloj circadiano controla bdsicamente todas las funciones fisioldgicas. La
organizacién del reloj circadiano es de manera jerarquica. Existe un reloj central localizado en
el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo (SCN), el cual se sincroniza diariamente por los
ciclos de luz/oscuridad y tiene bajo su control relojes periféricos localizados en otras areas del
cerebro, tejidos y organos periféricos. Ademads, los relojes periféricos pueden ser
sincronizados por nutrientes. Estudios epidemioldgicos y experimentales han demostrado
que la perturbacidn de los ciclos circadianos puede provocar problemas metabdlicos. La
ingesta de dieta alta en grasa ad-libitum, favorece el desarrollo de problemas metabdlicos y
reprograma el transcriptoma del higado. Sin embargo, la dieta temporal restrictiva (DTR)
protege contra el desarrollo de problemas metabdlicos independientemente del tipo de
dieta, al actuar como un sincronizador nutricional. La grasa parda cobré relevancia en los
ultimos anos, debido a que su activacién se relaciona con un mejor balance energético, pues
es un tejido altamente catabdlico y se ha visto que se puede activar por los nutrientes. Sin
embargo, no existe evidencia sobre el efecto de la dieta restringida en el reloj circadiano de
este tejido, por ello, estudiar el efecto de la dieta temporalmente restrictiva sobre la grasa
parda y como esto ayuda para obtener un mejor balance energético es de gran importancia.
Hipétesis. La restriccion temporal de alimento provoca una reprogramacion del
transcriptoma circadiano de la grasa parda (GP), confiriendo proteccidon contra problemas
metabdlicos. Objetivo. Determinar si la restriccion temporal de alimento reprograma el reloj
de la GP confiriendo proteccién contra problemas metabdlicos. Resultados. Los ratones
sometidos a DTR, muestran un mejor control metabdlico, esto se refleja en un menor peso
corporal, mejor manejo de glicidos y mayor amplitud en oscilaciéon de la temperatura
corporal. A nivel molecular, en la grasa parda, nuestros resultados indican que la DTR
robustece la oscilacién de genes que participan en vias de sefializacién clave para el control
del metabolismo como PI3K, AKT, MAPK y mTOR vy segrega las vias anabdlicas y catabdlicas
de acuerdo con las necesidades metabdlicas diarias. Importantemente, los factores de
transcripcion Foxn2 y Foxa2, podrian jugar un papel central en la optimizacién transcripcional

mediado por los nutrientes.



2. Introduccién.
A nivel mundial, se ha incrementado la prevalencia de sobrepeso y obesidad. En particular,
México se encuentra en los primeros lugares en cuanto a sobrepeso y obesidad infantil (11 a
18 afos) siendo los nifios con menor nivel socioecondmico los que presentan mayor
prevalencia [1]. El aumento en la prevalencia de enfermedades metabdlicas visto en las
ultimas décadas, se debe principalmente al cambio en los ultimos afios en ciertos habitos
adquiridos principalmente en grandes ciudades y que estd asociado a los fendmenos de
migracién hacia las grandes urbes [2].
Estos estilos de vida modernos incluyen: el sedentarismo, el facil acceso a los alimentos
altamente refinados y con alto contenido calérico a precios altamente competentes, y la
subsecuente reduccion en el consumo de una dieta balanceada [3]. Asi, la acumulacién de
energia quimica almacenada en forma de acidos grasos provoca el desarrollo de problemas
metabdlicos [4]. A pesar de ello, no existe ninguna campafia gubernamental eficiente para
contrarrestar la epidemia de obesidad. Mas recientemente, mediante estudios

epidemioldgicos y experimentales se ha evidenciado que ciertos estilos de vida y/o habitos

Relacion geografica DM2-suefio corto-luz artificial en EUA

Prevalence of Short Sleep Duration (<7 hours) for Adults Aged
18 Years, by County, United States, 2014
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United Siates, 2007

Parcent (%)
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Figura 1. Distribucidn geografica de Diabetes mellitus tipo 2, prevalencia de suefio corto y
concentracién de luz artificial en EUA. Hay relacién en la distribucién geografica de las personas.

adquiridos en los ultimos 30 afos, son capaces de alterar a los ritmos circadianos [3], asi estos

estilos de vida son conocidos como “zeitgebers sociales”. Por ejemplo, la luz generada por las



pantallas de LCD de televisores y dispositivos portatiles emiten luz azul y es precisamente este
tipo de luz, la que actua sobre el reloj central localizado en el nucleo supraquiasmatico del
hipotadlamo. Ademas, y como veremos mas adelante el horario de alimentacién en periodos
del dia tardios, en momentos en que el organismo deberia estar en su periodo de sueio, asi
como la reduccién de las horas de suefio, estan asociados al desarrollo de problemas
metabdlicos [5]. Un ejemplo ilustrativo de la influencia de los zeitgebers sociales en el
desarrollo de enfermedades metabdlicas, es la asociacion geografica que se puede observar
en zonas de Estados Unidos (realizado por el centro de control y prevencién de
enfermedades, (CDC)), donde hay altos niveles de luz artificial durante la noche, con altos
indices poblacionales de individuos con cortos periodos de suefio (<7h/dia) y/o con diabetes
mellitus de tipo 2 (DM2), (Figura 1). Estos datos indican que la luz artificial impacta en las
personas, haciendo que duerman menos horas al dia, provocando un desajuste en el ciclo
circadiano, afectando de forma negativa la salud. Estas alteraciones se deben principalmente
a la modernizacién e industrializacién de los ultimos 50 afios. Las personas que presentan
alteraciones en el ciclo circadiano presentan problemas metabdlicos, siendo de vital

importancia dar entendimiento al tema circadiano [6].



2.1.  Elreloj circadiano

Alo largo de la historia evolutiva, la rotacion de la tierra dio origen a un intercambio de

Figura 2. El reloj bioldgico interno es intrinseco. A) Jean-Jacques
Dortous de Mairan B) Las hojas de la planta Mimosa abren cuando
hay sol y se cierran durante la noche. Cuando se pone la planta en
oscuridad constante, ésta sigue presentando los ritmos normales
diarios de abrir y cerrar sus hojas C) Franz Halberg.

luz/oscuridad en ciclos
de 24 hrs, (dia y noche).
Los organismos
expuestos a los ciclos de
luz y oscuridad,
desarrollaron
mecanismos
fisiolégicos para
adaptarse a esas
condiciones

ambientales y lograr la

supervivencia [7]. A
estos mecanismos se le conoce como sistema circadiano, que estd controlado por el
reloj circadiano molecular presente en cada célula [8]. Se ha postulado que el sistema
circadiano presenta una ventaja evolutiva al conferir a los organismos la capacidad de
anticipar los cambios diarios en el medio ambiente, ajustando los procesos fisioldgicos,

metabdlicos y de comportamiento a lo largo del dia [9].

Las primeras observaciones que hablan de la existencia del sistema circadiano endégeno
se dieron en el siglo XVIII por un astrénomo francés llamado Jean Jacques Dortous de
Mairan. El tenfa una planta, la Mimosa pudica y observaba que esta planta tenfa un
comportamiento circadiano al observar que cuando el sol se ponia, la planta se plegaba
y al amanecer la planta se abria. El decidié poner la planta en obscuridad constante, y
observd que independientemente de los estimulos luminosos la planta continuaba su
comportamiento de plegarse durante la noche y abrirse durante el dia (Figura 2), lo cual
demostré que las plantas contenian un mecanismo de control circadiano intrinseco, es
decir independientemente de los ciclos de luz y oscuridad. Mas tarde, en el siglo XX, se
comenzaba a hablar de que existian en plantas un fotoperiodo que se controlaba por un
reloj endégeno que se sincronizaba por estimulos externos. En los afios 50’s Franz

Halber acufié el término “circadian” del latin “circa”, “alrededor de” y del latin “eta



diem”, “dia” (Figura 2). Posteriormente, a inicio de los 70s Ronald J, Konopka (Figura 3)
identifico tres cepas de moscas de la fruta (Drosophila melanogaster) con diferentes
comportamientos circadianos, y realizando un mapeo del locus donde se podria localizar
el posible gen responsable del fenotipo circadiano llego a la conclusién de que se trataba

de un mismo gen.

Posteriormente  durante

los afios 80s y gracias a las

D.
long - period

30 arinmic L%

" H moscas identificadas por
o g,o Ronald Konopka, Jeffery C.
o—— - o————— 7 Hall y Michael Rosbash,

Figura 3. A) Ronald J. Konopka B) Comportamiento

circadiano de las mutantes de D. melanogaster postularon  por  primera

identificadas. vez el mecanismo de
retrocontrol, que posteriormente fue identificado en mamiferos y otros organismos
(Figura 4). Ellos observaron que esta proteina codificada por el gen Per se acumula en
las células durante la noche y se degrada durante el dia, lo importante que ellos
observaron es que los niveles de la proteina PER oscilaban en aproximadamente 24
horas, en sincronia con los ritmos circadianos. Sin embargo, la funcién especifica de PER
se identifico hasta 1988

[10]. Al  principio se

whs TN
hipotetizé6 que la proteina \ )
PER bloqueaba la actividad S
del gene PerIOdI IO que daba Jeffrey C. Hall Michael Rosbash Michael W. Younqg
origen al ciclo de Premio nobel de medicina 2017 "for their discoveries of

molecular mechanisms controlling the circadian rhythm™.

retroalimentacion negativa . . . . .
& " Figura 4. Descubridores del sistema circadiano.

pues la proteina PER puede Componentes moleculares del reloj circadiano en D.
) ) melanogaster. Primer sistema que explicé el mecanismo
prevenir su propia  celular que controla las oscilaciones de la expresién de los

transcripcion [11]. En los 8N&s

anos 90’s, se identificd el segundo elemento de la maquinaria molecular del reloj,
Michael Young encontré que la proteina TIM, codificada por el gen timeless, es
requerida para un control circadiano normal en D. melanogaster. El descubrié que el
heterodimero que resulta de la unién de TIM con PER, se une al gen period, bloqueando

la actividad del gen, inhibiendo la transcripcidon y completando el ciclo en alrededor de

10



24 horas. Todo lo anterior mencionado, integra el primer mecanismo de reloj
descubierto, que dio paso al estudio en animales superiores [11]. Por todos estos
descubrimientos, Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash y Michael W. Young, fueron

galardonados por el Premio Nobel de Medicina 2017 (Figura 4).

La importancia del reloj circadiano radica en que controla virtualmente todas las
funciones fisioldgicas, entre las mas importantes estan: los ciclos suefio/vigilia a través
de la estimulacién de la glandula pineal, la temperatura corporal, niveles hormonales y

el metabolismo.

2.1.1. Organizacion del reloj circadiano.
El reloj circadiano esta Temperatura
organizado de manera
o ) Sueio/Vigilia
jerarquica, es decir que
presenta un reloj central o )

Niveles

maestro que es capaz de  hormonales

sincronizar relojes

accesorios, que trabajan

Alimentacion/Ayuno

en conjunto Para  rigyura 5. Zeitgebers. Los principales sincronizadores son la

luz y los alimentos. La luz sincroniza al reloj central, mientras
que los nutrientes pueden sincronizar a los relojes
organismo. El reloj central  periféricos

sincronizar todo el

se encuentra en el nucleo supraquiasmatico (SCN) del hipotdlamo, un cimulo neuronal
de alrededor de 20 mil neuronas situado por encima del quiasma dptico. Las primeras
observaciones sobre el SCN, mostraron que al eliminar este ndcleo en roedores, se
pierden por completo la oscilacion circadiana [12]. Mientras que, los relojes periféricos
se encuentran en otras regiones cerebrales y en tejidos periféricos como el higado,
pancreas, musculo, tejido adiposo, etc. Los relojes deben de ser sincronizados
diariamente por estimulos ambientales llamados “Zeitgebers” (Figura. 5), término en
lengua alemana que significa “dador de tiempo”. En el caso del reloj central, se
sincroniza por los ciclos de luz/oscuridad, en especifico por la longitud de onda 460-480
nm que entra en el rango de la luz azul. Esta luz es captada por células especializadas en

la retina, a través de un pigmento llamado melanopsina, el estimulo es conducido a

11



través del tracto retino-hipotaldmico que conecta directamente con el SCN [5]. Por otro
lado, los relojes periféricos, estos son a su vez sincronizados por el reloj central mediante
inervacién simpadtica o a través de hormonas, sin embargo, existen otros zeitgeber
ambientales (aparte de los ciclos de luz/oscuridad) que pueden sincronizar los relojes
periféricos, en particular los estimulos nutricionales, ya sea el tipo o el horario de

alimentacion [13, 14].

2.1.2. Elreloj molecular
En todas las células, el reloj circadiano

@ se controla a través de un mecanismo

transcripcional-traduccional de

\ retrocontrol negativo, es decir que el
ROR . . .
2% | mismo sistema genera sus propios

| represores. En mamiferos, los factores

/'__-' .
Rev-erb / /
CLOCK - gmALL / q _ L
NPAS2 _ e transcripcion CLOCK (circadian

locomotor output cycles kaput) o

RRE BMAL1

Figura 6. Reloj circadiano molecular. Se.  NPAS2 (Neuronal PAS domain 2)
muestra el sistema de retrotranscripcion
negativa impulsado por el dimero de CLOCK y

BMAL Yy reprimido por el dimero de PERy CRY. 4o transcripcion  BMAL1 (Brain and

forman un heterodimero con el factor

muscle ARNT-like 1) y el heterodimero se une a las cajas E (E-boxes), que estan presentes
en los promotores de los genes controlados por el reloj (Clock controled genes, CCG’s).
La E-box (enhancer box) es una secuencia consenso formada por los nucleétidos
CANNTG donde “N” puede ser cualquier nucledtido [8]. Entre los CCG’s se encuentran
los genes que codifican para las proteinas Period (Per1y 2) y Crypthocrome (Cryly 2),
gue una vez transcritos y posteriormente traducidos, se heterodimerizan y se translocan
al ndcleo uniéndose al dimero CLOCK:BMAL1 impidiendo que se unan a las cajas E,
reprimiendo su propia transcripcion, todo esto en un lapso de alrededor de 24 horas.
PER, no funciona como una unidad, ya que se asocia con otras proteinas para formar un
complejo (Period Complex) que es el encargado junto con CRY de reprimir la
transcripcién (figura 6) [15]. Otras proteinas involucradas son REV-ERBa (nuclear
receptor subfamily 1, group D, members 1/2) y RORc (Retinoic acid related-related

orphan receptor), ambos actian como inhibidor o activador de la transcripcién de
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BMAL1 respectivamente (Figura 6). En conjunto, todas estas proteinas conforman el
corazon del reloj circadiano. El reloj molecular controla la transcripcién de cientos de
genes, debido a la presencia de las cajas-E en un gran nimero de promotores, haciendo
gue una amplia gama de genes oscile bajo el mando del reloj molecular, cobrando
relevancia fisioldgica [16]. Ademds, se ha observado que la oscilacidn de genes por el
mecanismo del reloj molecular no solo sirve para mantener la homeostasis fisioldgica,

sino que se utiliza como un mecanismo eficiente para optimizar el costo metabdlico [17].

2.1.3. Control epigenético del relo;j.

El principal mecanismo del reloj
Writer
o & wars molecular es el generado por |la
s Writers A ., .
o {19 s interaccién de activadores y represores
_@_@_& ®Kinases L . i
transcripcionales. Sin embargo, existe
Reader Bromo .
N - Sromo una  variedad de reguladores
o A PHD — "UET o -
w Tudor epigenéticos que modulan la expresion y
(P) 1433, BRCT
actividad de los CCG’s y por ende la
Eraser
> * Erasers regulacion circadiana. Uno de los
- D (9 omTs
_@m (P) Phosphatases mecanismos epigenéticos mas conocidos

Figura 7. Cita* Enzimas que modifican las
histonas. Writers, readers y erasers
interactlan para modificar la estructura de la

es la generacibn de cambios

postraduccionales de las histonas, lo cual

cromatina. genera eventos de remodelacion de la

cromatina [18, 19]. Estas modificaciones se dan a través de enzimas que interacttan con
la cromatina y pueden ser definidos como “writers” que son enzimas como cinasas,
transferasas de grupos acetilo en histonas (HATs), de metilos en histonas (HMTs) que
modifican residuos especificos adicionando grupos fosfato, acetilo o metilo. Los
“readers” incluyen una gran variedad de proteinas regulatorias que muestran dominios
gue reconocen los grupos acetilo, fosfato o metilo. Frecuentemente los “readers”
reclutan efectores epigenéticos adicionales. Los “erasers”, estas enzimas que incluyen
fosfatasas, histona acetil transferases (HDAC) e histona metil transferasas (DMTs) que

eliminan directamente las modificaciones postraduccionales (Figura 7) [20].
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De manera importante, algunos de estos modificadores estan regulados por el reloj
circadiano [21]. Por ejemplo, la proteina CLOCK, ademas de controlar la trascripcién de
los CCG’s, tiene actividad de acetilasa de histonas, en especifico de la histona H3 en la
lisina 9y 14 (H3K9 y H3K14 respectivamente)[22]. Otra proteina implicada en el control
circadiano mediado por mecanismos epigenéticos, es la metiltransferasa de histonas

MLL1, la cual metila a H3K4 en los

promotores de los CCG’s, facilitando

Salvage\‘® la unién de CLOCK:BMAL1 vy
NAMPT is the rate-

Pathway

@NAD"—) NAM "t:‘";:i;"lvlme'" promoviendo la activacion de la
e savage

pathway

transcripcién[22]. Otro grupo de
SIRT1 deacetylates:
proteinas implicada en dicho control
epigenético son las Sirtuinas, cuya

actividad principal es eliminar

0800

@ Gl
AED) = . :
A PNONONONOCamo—— grupos acetilo de las histonas y otras
Orozco-Solis, R; Sassone-Corsi, P. Neuroscience 2014

Figura 8. SIRT1 y la via de salvamento del NAD+. proteinas importantes en el control

SIRT1 regula la expresién de varios genes. SIRT1 del
utiliza NAD como cofactor. Los niveles de NAD son
ciclicos debido a que la enzima limitante de la via de FOX01, STAT3, BMALL, etc, por
salvamento es NAMPT y su expresion es ciclica.

metabolismo como PGCla,

consiguiente, SIRT1 modula Ia
activad de estas enzimas. Las sirtuinas, requieren como cofactor al NAD+, metabolito
gue oscila a través del reloj circadiano debido a que la enzima limitante en la via de
salvamiento de biosintesis del NAD+, la NAMPT, contiene cajas E en sus promotores y
por lo tanto, esta enzima se transcribe de manera circadiana [6]. De manera importante,
debido a que los niveles de NAD+ fluctian a lo largo del dia esto tiene como
consecuencia que la actividad de SIRT1 sea circadiana y por ende la modulacién de la

actividad de sus proteinas blanco (Figura 8)

2.1.4. Efectos de la disrupcidn de sistema circadiano en el control del metabolismo

El correcto funcionamiento del reloj circadiano es indispensable, debido a la gran
cantidad de genes regulados por este sistema. Sin embargo, la disrupcidon o eliminacion
de algln elemento que forma parte del sistema del reloj afecta de manera perjudicial al
organismo [23]. Los primeros estudios que trataron de resolver la incognita sobre los

efectos de la eliminacién del reloj molecular se dieron a inicios del presente siglo, donde

14



se alteraban o se silenciaban por completo genes involucrados en la regulacidn del reloj
circadiano [23]. Uno de los estudios pioneros, se llevd a cabo al eliminar el gen Clock,
uno de los principales genes involucrados en el mecanismo del reloj molecular. Este
estudio demostrd que los ratones mutantes de Clock muestran una reduccién en los
ritmos de alimentacion, aumento en los triglicéridos, colesterol y glucosa en sangre,
esteatosis hepatica, ademas de una mayor ganancia de peso y consumo energético, al
compararlos con los ratones silvestres (WT) [24].

Con el tiempo, se realizaron diversos estudios en los que se eliminaban los genes para
cada uno de los componentes del reloj molecular, para analizar los efectos de la ausencia
de cada gen en especifico. Por ejemplo, los ratones mutantes de Bmall presentan
hiperglucemia en ayuno alimentados con dieta normo calérica (NC) [25], mientras que,
los ratones mutantes de Cry1/2 alimentados con dieta NC presentan hipo insulinemia
en ayuno, asi como alteraciones en la prueba de tolerancia a la glucosa (TTG)
presentando una glucemia elevada comparados con los ratones WT [26]. Al evaluar a los
animales mutantes de Cry1/2 alimentados con dieta alta en grasa (DG 45%) presentaron
una mayor ganancia de peso, hiperinsulinemia, asi como esteatosis hepatica [27].
Ademads, se observd que en animales deficientes de Perl/2 muestran una elevada
sensibilidad a la insulina e intolerancia a la glucosa [28]. Finalmente, ratones con
mutaciones en los genes Clock y Bmall, muestran intolerancia a la glucosa, reduccién
en la secrecion de insulina y defectos en el tamaino y la proliferacidon de los islotes
pancreaticos [29]. Por otra parte, algunos estudios han revelado la asociacién de
variantes en genes del reloj con un aumento en la predisposicion para desarrollar
enfermedades crénico-degenerativas, como obesidad, DT2, y enfermedades
cardiovasculares [30-32]. Estos datos muestran que el correcto funcionamiento del reloj

molecular es de vital importancia para conservar la homeostasis metabdlica.
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2.1.5. El ambiente modula los ritmos circadianos.

Como hemos visto, los ritmos circadianos pueden ser alterados por factores genéticos.

Light at night

v
sl

= - ]

Alters endocrine signaling Impaies sleep Diseupts circadien clock

o~ -~

Figura 9. La alteracién de los zeitgebers
ambientales provoca problemas
metabdlicos como sobrepeso, debido a
la alteracién del reloj circadiano.

Sin embargo, los ritmos circadianos al ser
sincronizados diariamente por estimulos
ambientales (zeitgebers), ciertos factores
ambientales pueden modificar el
comportamiento y la fisiologia de los
organismos al alterar los ritmos circadianos [33]
(Figura 9). En el caso de los humanos, los estilos
de vida modernos han impactado de forma
drastica la fisiologia y la conducta, creando
nuevos habitos que hace 100 afios no existian.

Los zeitgebers naturales como los ciclos de

luz/oscuridad estan implicitos en los estilos de vida de la sociedad. Estudios

epidemioldgicos demuestran que los estilos de vida modernos en las grandes ciudades

estan asociados con el desarrollo de enfermedades metabdlicas. En este sentido, se ha

acufiado el término “Zeitgeber social” [7]. Por ejemplo, el simple hecho de realizar un

viaje transmeridional a otro pais con un horario muy distinto en poco tiempo no era

posible hace décadas, provocando un cambio drastico en los ciclos de luz/obscuridad

recibidos por el SCN, forzando una resincronizacién paulatina del reloj central que ahora

se conoce como jet-lag [33]. Asi mismo, los trabajos nocturnos se han incrementado,

invirtiendo completamente el ciclo circadiano en los trabajadores nocturnos [33]. En las
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zonas urbanas se ha reducido el
periodo de suefio promedio en dos
horas y se ha comprobado que esta
disminucion de sueio se debe a una
mayor concentracién de luz artificial
(Figura 10). Estudios con humanos
revelan que los sujetos expuestos a
periodos de suefio cortos durante
algunos dias desarrollan problemas
con la homeostasis de la glucosa,

disminucion de niveles séricos de

leptina postprandial y reduccién del

¢ is defined os BMI

Ibs.
overweight for CDC

5'4° person

gasto energético. Este efecto se

pierde después de dos semanas de
Figura 10. La exposicion a la luz artificial y la

restablecimiento del periodo de  obesidad seincrementanala paren Estados unidos.
Como se muestra en la distribucién geografica, las
regiones donde las personas se exponen en
computadoras o  smartphones  mayores cantidades a la luz artificial co-localiza con
las regiones de mayor prevalencia de sobrepeso.

suefio [34]. Las mismas pantallas de

generan luz azul, la luz encargada de

sincronizar el reloj central, generando una resincronizacion debida a la luz artificial [5].
Todo lo anterior dicho nos permite decir que la alteracidn del ciclo circadiano,
provocado por el ambiente modificado por los zeitgebers sociales, se ve reflejado en
alteraciones metabdlicas (Figura 9). Sin embargo, no solo los ciclos de suefio vigilia
pueden alterar el ciclo circadiano. Los patrones diarios alimenticios pueden provocar
efectos benéficos o nocivos para la salud, depende del patrén especifico para cada caso,

ya sea benéfico o nocivo.

2.1.6. Los nutrientes como Zeitgeber externo.
Para comprender mejor la influencia del reloj circadiano en la regulacion del
metabolismo debemos saber que alrededor de 45% de los transcritos (en modelo

murino) del higado presentan oscilaciones de 24h, entre los cuales se encuentran genes

17



reguladores de la homeostasis de la glucosa y lipidos, es decir que el metabolismo es
altamente circadiano[23]. De manera importante, los ciclos de alimentacidn actuan
como sincronizadores muy potentes en los relojes de los tejidos periféricos y, por
consiguiente, juegan un papel clave al coordinar la homeostasis metabdlica [23]. Por
ejemplo, estudios realizados en roedores y humanos, han demostrado la importancia
del consumo de alimento en periodos del dia especificos en el control del balance
energético. En roedores se ha visto que el acceso ad-libitum de alimento alto en grasa
debilita los ciclos diarios de alimentacidn, y los ritmos moleculares del reloj [35], ademas
es capaz de reorganizar el transcriptoma circadiano, induciendo nuevos transcritos
oscilatorios [16]. De manera importante, la restriccién alimentaria durante el periodo
nocturno genera proteccién al desarrollo de sindrome metabdlico aun bajo el consumo
de dieta obesogénica. Esto esta acompafiado con un aumento en la amplitud de genes
del reloj y genes controlados por el reloj en higado, reducciéon de los niveles de
colesterol, glucosa, aumento del gasto energético, oxidacidn de 4cidos grasos, reduccion
de la produccion de glucosa por el higado, etc. [35, 36]. En este sentido, en individuos
se ha observado que el consumo de alimentos ricos en calorias antes de dormir puede
favorecer el desarrollo de problemas metabdlicos [37, 38]. Estas evidencias muestran
que los nutrientes si son adquiridos durante los periodos adecuados del dia, estos
pueden actuar como sincronizadores o zeitgebers y asi, optimizar el metabolismo

energético.

2.1.6.1.Antecedentes en animales de laboratorio

Tanto en modelos animales como en humanos, se ha demostrado que los nutrientes
modulan los ritmos moleculares [23, 35]. En el caso de los modelos animales, se ha
evaluado el efecto de la obesidad inducida por dieta (OID) mediante la administracién
de una dieta alta en grasa (DG), encontrando que los animales alimentados con DG
presentan una alteracion en la expresion de los genes oscilantes en higado,
comparandolos con el grupo alimentado con una dieta estdndar, lo que provoco
problemas metabdlicos que van desde intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina,
aumento en la grasa corporal y esteatosis hepatica [16]. De manera interesante, se

observd que hay un nuevo grupo de genes hepaticos que ganan oscilacidn en el grupo
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alimentado con DG. Ademas, la reprogramacion del transcriptoma hepdtico genera un
cambio importante en el metaboloma circadiano del higado, causado por la alteraciéon
en la expresion circadiana de genes que codifican para enzimas. Por ejemplo, los niveles
de NAD+ en higado pierden oscilacién debido a que gene Nampt, pierde la oscilacidn en
su transcripcién [16]. De manera interesante uno de los factores que participan en la
reprogramacion del transcriptoma circadiano por la DG, es el receptor nuclear PPARg
[16]. Para desarrollar tratamientos que contrarresten los problemas metabdlicos
producidos por la dieta alta en grasa, se han evaluado tres tipos de ingesta de dieta,
donde la variable es el tiempo de ayuno. La primera es mediante un periodo de ayuno
intermitente (Al), que consiste en un ayuno de 24 horas durante el primer dia seguido
de una alimentacion ad-libitum de 24 horas durante el segundo dia [39]. La segunda es
una dieta que imita al ayuno intermitente, que consiste en una reduccién de la ingesta
caldrica (RIC) (~ 30% de las necesidades energéticas) durante cinco dias consecutivos
antes de volver a los ciclos de alimentacion normales, una vez al mes o cada 3 a 4 meses
por afio. Por ultimo, la dieta tiempo-restrictiva (DTR), que se basa en un periodo de
alimentacion que va de 4 a 12 horas diariamente [39]. En los tres casos, la modificacion
en laingesta de alimento tiene efecto benéfico en el metabolismo. En especifico, la dieta
restrictiva temporal ha demostrado mejores resultados contra las alteraciones
metabdlicas provocadas por la DG [39]. Mediante un periodo de alimentacién de 10 a
12h con DG durante el periodo de actividad del ratén (periodo obscuro), se demostré
que la DTR provoca una recuperaciéon en la amplitud de oscilacién de los genes
controlados por el reloj, incluyendo Arntl, Clock, Per, Dbp, Cry, Nrld1, Ppargclay Ppara
en el higado, amplitud que se vio disminuida con DG ad-libitum, esta recuperacion esta
asociada a una mejora en el control del metabolismo [35]. Similarmente, mediante un
estudio del efecto de bebidas azucaradas mediante la administraciéon de una solucion
de sucrosa y fructosa, se observd que la DTR genera una proteccidn en contra de los
problemas metabdlicos generados por el consumo de DG y de bebidas azucaradas [35].
En ambos casos, la DTR protege contra el desarrollo de problemas metabdlicos, como la
esteatosis hepatica, desregulacion de la homeostasis de la glucosa y la regulacién de la
temperatura corporal. A nivel molecular, se observd que sensores y reguladores
metabdlicos participan en los efectos benéficos de la DTR, por ejemplo, en el higado, la

via de sefializacion CREB (cAMP response element-binding protein) se ve elevada en el
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ayuno, pues es favorecedor de la gluconeogénesis. En animales OID, se redujo la
oscilacién de CREB. En contraste, los animales con dieta restrictiva mostraron una
restauracion en los ritmos diurnos de CREB, mostrando un pico de expresién en la fase
de ayuno [35, 39, 40]. Durante los ultimos afios diversos estudios sugieren que la
presencia especifica del microbiota intestinal puede influenciar el control del
metabolismo, ademds la microbiota puede ser influenciada por nutrientes [41]. De
manera interesante, en un estudio reciente se evalud la influencia de los alimentos
sobre el microbiota intestinal circadiano y su influencia en el metabolismo. Se encontré
que la dieta modifica el tipo y la funcionalidad de la microbiota, pues la DG promueve la
absorcion de lipidos mediante la prevalencia de microbiota asociada a la lipogénesis, y
que disminuye la oscilacion del phylum (Bateroides, Firmucutes, Verrucomicrobia)

circadiano visto en ratones alimentados con NC (NC 17%, DG 7%) [42].

2.1.6.2.Antecedentes en humanos.

Estudios demuestran que las e

personas que presentan

Gasto Ingesta de
energético  alimentos

Gasto Ingesta de
energstico alimentos

sobrepeso, en gran medida

S
~- - @

es por el balance energético | ¢ "

positivo, es decir que %

consumen mas energia de la

Figura 11. Balance energético. El equilibrio entre el
consumo caldrico y el gasto energético. El gasto se
la energia adicional se energético se da por la actividad metabdlica basal,
ejercicio fisico y la termogénesis en contra de la ingesta
de alimentos.

que gastan, generando que

almacene en forma de
lipidos en el tejido adiposo
blanco (del inglés white adipose tissue o WAT) [43]. Aunado a lo anterior, las personas
gue presentan sobrepeso u obesidad tienden a comer por las noches, prolongando su
periodo de alimentacién hasta 15 horas. De manera importante, como sucede en los
estudios realizado en modelos animales, la DTR durante el periodo de actividad en
individuos es capaz de conferir efectos benéficos en el metabolismo [35, 40]. En
individuos con peso normal, se evalud la restricciéon de alimento diario por 12h durante

4 semanas. Se observd una disminucion significativa de peso corporal, asi como una
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disminucion en los niveles de colesterol y triglicéridos en suero [45]. De manera
importante los efectos benéficos se mantuvieron aun después de un afio [45]. Otro
estudio, reunié pacientes con sobrepeso y/o obesidad y los sometieron a una dieta
restrictiva (10-12h) por 16 semanas, logrando ver un efecto positivo reflejado en la

pérdida de peso provocada por la dieta restrictiva[45].

Evidentemente cambios celulares y moleculares en los tejidos provocan los efectos
positivos en el metabolismo. A este respecto, un tejido que ha cobrado gran relevancia

es la grasa parda, debido a su gran capacidad catabdlica.

2.2. Tejido adiposo pardo.

Existen dos tipos principales de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido
adiposo pardo (TAP). Ambos tipos de tejido adiposo presentan diferencias en cuanto a
estructura y funcién, por ejemplo, mientras que el WAT presenta un solo cumulo o
“vacuola” de lipidos, el TAP presenta multiples cimulos de lipidos (Figura 12). Estudios

recientes asocian la activacion del

WAT

tejido adiposo pardo con una mejora

en la salud debido a la capacidad

catabdlica de este tejido. Esto se debe “ .

a que el TAP presenta gran cantidad

de mitocondrias  oxidativas, a )

+  Multiloculado *  Unilucular
. . . ;. +  Multiples mitocondrias * Deficiente de mitocondrias

diferencia del TAB que tiene minima | " + Almacén de energia

cantidad de mitocondrias [46]. TAB  igyra 12. Tipos de tejido adiposo. Caracteristicas

que diferencian los tipos de tejido adiposo,
destacando su papel contrario en el metabolismo
almacén de energia en forma de de lipidos.

funciona principalmente  como
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lipidos y el TAP produce

calor para regular Ia
temperatura corporal,
mientras que el WAT se
localiza principalmente en
las visceras y en tejido
subcutdneo. ElI TAP se
localiza en la regidn
interescapular, cervical,

axilary perirrenal en ratén.

Brown Adipocyte

La principal caracteristica
Figura 13. REF* Generacion de calor a través de UCP en el

TAP. Los alimentos vy el frio provocan la activaciéon del TAP del TAP es la produccion de
via SNS, desencadenando una cascada de sefializacion que
activa la trascripcidon de UCP y Pgcla, asi como la oxidacion
de lipidos y glucosa para la obtencién del gradiente de desacoplamiento de la
protones necesario y producir calor.

calor a través del

cadena de transporte de
electrones, ya que expresa proteinas desacopladoras (UCPs), que se expresan en la
membrana mitocondrial. Estas proteinas desacoplan la cadena respiratoria al permitir
el libre paso de protones a través de la membrana mitocondrial y, en consecuencia, la
liberacion de energia en forma de calor. En contraste, la fuerza proto motriz generada
por el paso de protones a través de la ATP sintetasa, genera la sintesis de ATP a partir
de ADP+ Pi (Figura 13). El TAP utiliza como combustible tanto a la glucosa como a los
lipidos. EI TAP estd altamente inervado por terminaciones nerviosas. Asi, estimulos
simpaticos activan al TAP en respuestas a la exposicién al frio y a estimulos nutricionales
[44, 47]. La disfuncién del TAP estd asociada con problemas metabdlicos, por ejemplo,
se ha observado que la DG disminuye la expresion de los genes involucrados en la
termogénesis y genes del reloj en el TAP, por el contrario, la DTR es capaz de inducir la
expresion de los principales genes termogénicos en el TAP (UCP1, PPARA, PGCla, etc.)
y genes clave en el control del reloj molecular (Arntl, Clock, Per2, Npas2 etc), lo que nos
indica que el reloj del TAP puede ser modulado por los nutrientes[35]. En humanos, se
ha demostrado que la activacién del TAP por la dieta, aumenta el gasto energético (GE),
observado por el rango de intercambio respiratorio, consumo energético total, entre

otros pardmetros metabdlicos [46]. Se ha comprobado que la actividad de la grasa parda
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es circadiana, pues presenta variaciones en la expresion de los genes termogénicos a lo
largo del dia, lo que correlaciona con la oscilacidon de la temperatura a lo largo del
dia[48]. Un estudio realizando un modelo de ratén KO para el gene del reloj Rev-erba,
se observd que en ratones control o wild-type (WT), se presenta una reduccion de la
tolerancia al frio entre ZT4-10, coincidiendo con el pico de expresién de Rev-erba,
represor directo de UCP1[44]. Ademds, estos ratones KO, presentan niveles de
expresion constantes a lo largo del dia de UCP1. Al enfrentarse al frio, se induce la
expresion de los genes clave del reloj en el TAP, pero no en WAT en los ratones KO para
Rev-erba [49]. También se observd que el 8% de los genes codificantes del TAP son
circadianos en raton. Ademads, algunas funciones importantes, como la lipdlisis vy
liberacion de acidos grasos libres (AGL) y glicerol, se han reportado que presentan ritmos
diurnos en el TAP [44]. La activacion de la grasa parda puede ser de manera local, o por
sefiales hormonales que estimulan al receptor B3 adrenérgico, a través del sistema
nervioso simpdatico mediante la secrecién de norepinefrina por las terminaciones
nerviosas [50]. En ambos casos, el reloj circadiano se ve involucrado. Por ejemplo, en
ratones mutantes deficientes de reloj circadiano en la grasa parda, presentan

intolerancia a la exposicién al frio, a diferencia de los ratones WT.

Ademas de lo anterior, un estudio demuestra que la exposicidon prolongada a los ciclos
normales de 24 hrs de luz/oscuridad, incrementa la masa del WAT por la atenuacion de
la actividad TAP, esto provoca un desbalance energético inclinado hacia el consumo de
energia debido a que la exposicidn constante de luz reduce la inervacién simpatica hacia
el TAP y también se reduce la sefializacion intracelular del receptor B3 adrenérgico,
provocando que toda la sefializacién rio abajo se vea afectada, es decir que los factores
de transcripcion y las enzimas implicadas en la termogénesis se ven comprometidas los
cuales incluyen Pgclay Ucpl [51]. Ademas de los estimulos catabdlicos adrenérgicos, la
grasa parda puede ser regulada por mTOR, pues recientemente se observé que mTORC1
es necesario para la termogénesis. Esto se observé en un estudio en el cual sometieron
aun grupo de ratones a periodos diarios temperatura de 4°C por 1 hora durante la noche
de manera crénica, los ratones deficientes de mTORC1 en los adipocitos del TAP

presentan menor resistencia al frio, asi como un menor consumo de oxigeno debido a
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un menor desarrollo del TAP y deficiencia en la biogénesis mitocondrial, en comparacion

con ratones control [52].

Colectivamente, estos antecedentes muestran que: 1) los nutrientes modulan el ciclo
circadiano, 2) la restriccion temporal alimentaria confiere proteccion contra el
desarrollo de problemas metabdlicos, 3) El TAP es controlado por el reloj circadiano y
confiere proteccién contra el sindrome metabdlico. Entonces es factible postular que el
TAP participa en el mejoramiento metabdlico provocado por la DTR, y que a su vez esto

es provocado por una reprogramacion del transcriptoma circadiano del TAP.

3. Hipétesis
La restriccion temporal de alimento provoca una reprogramacion del transcriptoma
circadiano del TAP, y estos cambios estan asociados a la proteccién contra problemas

metabadlicos”.

4. Objetivo general.
Determinar si la restriccion temporal de alimento reprograma el reloj del TAP

confiriendo proteccién contra problemas metabdlicos.

4.1. Objetivos especificos.

* Generacién de un modelo murino de obesidad inducido por dieta (OID)

e Identificacién de los efectos metabdlicos analizando distintos parametros

fisiolégicos.
* Analisis de expresion circadiana de genes en el TAP.

e |dentificar funciones bioldgicas, vias de sefializacién, y genes clave en el control

del balance energético.

24



5. Metodologia.

5.1. Paradigma nutricional.

Se utilizaron 54 ratones macho de la cepa C57BL/6 de alrededor de 8 semanas de edad.
Estos, se dividieron en tres grupos de 18 ratones cada uno. Los ratones fueron
alimentados durante 19 semana de la siguiente manera: El primer grupo (SD) se
alimentd ad libitum con una dieta estdndar comercial ENVIGO y se utilizé como control
conteniendo 4.3 % de grasa. El segundo grupo (HF) se alimentd ad libitum con una dieta
gue contiene 29% de peso en grasa, que se traduce a un 51% de kcal provenientes de la
grasa ENVIGO TD.93075. Por ultimo, el tercer grupo (HFR) se alimenté con la misma
dieta que el grupo anterior, pero con una restriccion temporal de 12 horas, es decir que
solo se les permitia alimentarse durante el periodo obscuro, debido a que los ratones
son nocturnos. Semanalmente se determind el peso de los animales, asi como el
consumo de alimento semanal. Al finalizar este periodo, se realizaron pruebas tolerancia
a la glucosa y a la insulina. Los ratones se encontraban en el bioterio del Instituto de

Investigaciones Biomédicas

5.2. Pruebas metabdlicas.

5.2.1. Prueba de tolerancia a la Glucosa IP

Antes de comenzar la prueba, se retird el alimento a los animales 12 horas antes. Al
momento de la prueba, se toma una muestra de sangre previo a la administracion i.p.
de glucosa a una dosis de 2g/kg de peso y se realizaron las mediciones de glucosa a los

tiempos 0, 15, 30, 60 y 120 minutos, utilizando un glucdmetro marca ROCHE.

Prueba de tolerancia a la Insulina IP. Dosis 0.6 u/Kg

Antes de comenzar la prueba, se retird el alimento a los animales 4 horas antes. Al
momento de la prueba, se toma una muestra de sangre previo a la administracién i.p.
de insulina a una dosis de 0.6 U/kg de peso vy se realizaron las mediciones de glucosa a

los tiempos 0, 15, 30, 60 y 120 minutos, utilizando un glucémetro.

5.2.2. Medicidn de la temperatura circadiana.
Mediante un termémetro rectal, se determiné la temperatura de 27 ratones (9 ratones

por grupo) cada 4 horas, en los ZTs 0, 4, 8, 12, 16, 20.
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5.3. Eutanasia.

Posteriormente, se separaron los grupos de 18 ratones en grupos de 3 ratones para
sacrificarlos cada 4 horas, ZT (ZT0, 4, 8, 12, 16, 20). Se recolectan el suero y el TAP de
todos los ratones, el TAP se lava en PBS 1x para guardarse a -70°C para su posterior
analisis. El suero se centrifuga a 2500 rpm durante 15 min, se extrae el sobrenadante y

se resguarda a -70°C.

5.4. Analisis transcriptomico

5.4.1. Extraccién de RNA.

Se hizo una diseccidn de tejido congelado, y se colocé en un tubo eppendorf de 1.25mL
debidamente etiquetado. Se anadié 200uL de Trizol. Se trituré el tejido para generar una
suspension. Se dejé reposar durante 3 minutos. Posteriormente se afadié 40 pL de
cloroformo y se mezclé durante 15 segundos. Se dejoé reposar por 10 minutos. Se
centrifugd a 10000 rpm por 20 min a 4°C. Con cuidado retird el sobrenadante sin tocar
la fase orgdnica. Se transfirié la fase acuosa a otro tubo debidamente etiquetado y se
anadié 100uL de Isopropanol. Se mezcld ligeramente durante 5 segundos y dejar reposar
por 5 minutos. Se centrifugd a 10000 rpm por 20 minutos a 4°C. Removimos el
sobrenadante y conservamos el pellet. Se lavoé el pellet con etanol al 75% tres veces. Se
dejo evaporar casi por completo el etanol y se resuspendié en 30 pL de agua grado
biologia molecular. La concentracidn y pureza del RNA se midié un Nano drop Termo-
Scientific. Para el analisis de microarreglos se necesitd que las relaciones 260/280 y
260/230 fueran lo mas cercanas a 2.0, lo que indica una pureza aceptable. Para los

microarreglos se utilizé el chip Clariom D.

5.4.2. Analisis de microarreglos.

La sintesis de las sondas y la hibridacion con los microarreglos se realizé en la unidad de
transcriptomica del Instituto Nacional de Medicina Gendmica. Se utilizaron 100 ng de
RNA por muestra para obtener el cDNA con el kit GeneChip cDNA synthesis kit
(affymetrix). Se utilizaron los microarreglos de Ultima generacién Clariom D (Affymetrix),
para determinar el nivel de expresidn de los genes de cada grupo. Los arreglos fueron
escaneados en el GeneChip Scanner 3000 7G (affymetrix). Los archivos .CEL fueron
utilizados para normalizar los valores de expresion y obtener los archivos .CHP con el

programa Transcriptome Analysis Software 4.0. Para cada condicidon experimental
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utilizamos 18 microarreglos de cada grupo, correspondientes a cada 3 muestras

independientes por ZT.

5.4.3. Analisis bioinformatico

Una vez obtenidos los datos de expresidn, se preparan para obtener los pardmetros
circadianos. Mediante el software JTK [53], los datos se filtran para identificar las
fluctuaciones en la expresién, buscando patrones para calcular los pardmetros de
amplitud, acrofase y periodo de oscilacién. En base a esto, se tomaron en cuenta los
genes que oscilan con una P < 0.01[16]. Al final, se obtuvo un valor Unico de amplitud,

acrofase y periodo para cada gen oscilante de cada grupo de estudio.

Posteriormente, se utilizaron plataformas en linea para analizar los datos obtenidos.
Heatmapper se usd para realizar graficos de calor que representan los niveles de
expresion de los genes oscilantes y de amplitud de cada grupo. Para identificar tanto los
genes comunes como los Unicos en cada grupo se realizaron diagramas de Venn, para
ello se utilizd el servidor Draw Venn. Para identificar los procesos biolégicos mas
representados dentro de cada grupo, se realizd un andlisis de enriquecimiento de vias,
para ello, se utilizé el servidor DAVID Functional Annotation Bioinformatics Microarrays
Analysis que toma como base una lista de genes para identificar las rutas que se
encuentran mayormente representadas en dicha lista de genes partiendo de valores
estadisticos que indican cudles vias son las mds representativas. Consideraremos como
funciones identificadas aquellas que muestren un valor de P tras correcciéon por
multiples pruebas, de (False Discovery Rate), P<0.01. Se utilizaron las bases de datos

Gene Ontology Functional Properties, KEEG pathways.

Ademas, se analizd el cambio de amplitud en todos los genes circadianos. Mediante la
férmula de % de cambio, agrupamos los genes que disminuyen y/o aumentan de
amplitud al comparar las condiciones SD a HF y HFR a HF y graficando los datos
obtenidos. El grupo de genes obtenido a partir del porcentaje de cambio ya sean los
genes que redujeron o incrementaron de amplitud SD a HF y HF a HFR, respectivamente,
se analizaron mediante enriquecimiento de vias con el servidor DAVID para encontrar
las vias que se enriquecen con estos grupos de genes. Para comparar la acrofase, se

utilizaron graficos con coordenadas polares para comparar los grupos y observar si hay
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desfaces en los picos de expresidn de los genes se utilizé el programa Origin Pro 8.5. Los
datos fueron visualizados mediante la construccidn de redes funcionales utilizando el
programa EnrichmentMap (University of Toronto) y la plataforma Cystoscape 3.7.1
(Agilent Technologies). Para identificar factores de transcripcion y redes de regulacion
implicadas en los procesos alterados identificados en cada uno de los grupos, se realizé

un analisis de promotores utilizando el programa iRegulon 1.3 y el Cytoscape 3.7.

28



6. Resultados.
6.1. Parametros metabdlicos

6.1.1. Peso corporal y consumo energético
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Figura 14. Peso y consumo de alimento semanal en los grupos de estudio. A) Protocolo de
alimentacion durante las 19 semanas. B) Ganancia de peso semanal en los grupos, C) Porcentaje
de cambio en el peso de los ratones a la semana 19, diferencias significativas entre SDvsHF y
HFvsHFR, D) Imagenes de los ratones de cada grupo a la semana 18, E) consumo de alimento y

Al transcurrir las 19 semanas del protocolo alimentario (Figura 14A), los ratones SD
presentan una ganancia de peso (31%), comparandolos con los ratones HF que tienen
una ganancia de peso alrededor de 73%. Interesantemente, los ratones HFR presentan
una ganancia de peso de aproximadamente 47%, que es mucho menor a los ratones HF
(Figura 14B y C). Sin embargo, el menor peso corporal de los ratones del grupo HFR
podria deberse a un menor consumo de alimento provocado por la restriccién temporal
de alimento. Por ello, se determiné el consumo semanal de alimento para determinar la
ingesta de cada grupo. Los ratones SD consumen mayor cantidad de alimento durante
las 19 semanas que durd el paradigma alimentario, comparado con los grupos HF o HFR
(Figura 14E). De manera importante, los grupos alimentados con DG consumen
aproximadamente la misma cantidad de alimento que los ratones del grupo HFR (Figura

14E) mostrando que, en cuanto a cantidad de alimento consumido por gramo, los
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grupos alimentados con dieta hipercaldrica (HF y HFR) consumen relativamente la
misma cantidad. En este sentido, a pesar de consumir mayor cantidad de alimento, los
ratones SD consumen menor cantidad de calorias (Figura 14F). De manera importante,
los ratones que se alimentaron con dieta alta en grasa (HF y HFR), consumen la misma
cantidad de energia a lo largo de la duracion del protocolo, lo que demuestra que el
efecto benéfico de menor ganancia de peso se debid a la DTR y no a un menor consumo

de energia en el grupo HFR (Figura 14F).
6.1.2. Temperatura circadiana.

Uno de los mecanismos por el cual los mamiferos gastan energia es mediante la
generacién de calor. En roedores y en humanos, la grasa parda es el principal tejido
productor de calor. Con la finalidad de determinar si existian efectos en la termogénesis
en los grupos de estudio, determinamos la temperatura rectal de cada ratén. Se
realizaron mediciones de temperatura rectal de todos los ratones cada 4 horas, a partir
del ZTO (Horario de encendido de luces). Todos los grupos mostraron mayor
temperatura durante la noche en comparacion con el dia (Figura 15A).
Interesantemente, este efecto oscilatorio se ve disminuido en el grupo HF, pues la
temperatura, a lo largo del dia se mantiene relativamente constante comparado con el
grupo SD (Figura 15A). De manera importante, el grupo HFR mostré una oscilacion de
temperatura muy cercana al grupo SD, presentando incluso una mayor temperatura a
ZT12 y ZT16 pero este aumento no es significativo. Estos resultados se confirman al
calcular la amplitud de oscilaciéon de la temperatura circadiana en cada uno de los

grupos. Los grupos SD y HFR muestran una mayor amplitud al compararlos con el grupo
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Figura 15. Temperatura corporal circadiana. A) Medicion de temperatura corporal de los tres
grupos a lo largo del dia. B) Amplitud calculada a partir de la oscilacién de la temperatura. C)
Ratio de cambio de temperatura.
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HF, y estos cambios fueron significativos, mientras que si comparamos los grupos SD y
HFR no hay diferencias significativas. (Figura 15B). Con la finalidad de visualizar el patrén
de cambio de la temperatura a lo largo de dia entre los grupos SD y HF y los grupos HFR
y HF, calculamos la relacidon de temperatura (ratio) comparando SD con HF y HFR con
HF(Figura 15C), observamos que hay un patrén comin en ambos ratios de cambio,
mostrando que la dieta hipercaldrica afecta de igual manera al grupo SD y al grupo HFR.
Entonces podemos decir que la temperatura de los grupos SD y HFR oscila con un patrén

similar.
6.1.3. Metabolismo de la glucosa.

Para determinar el efecto de la dieta restrictiva sobre el metabolismo de glucosa,
realizamos pruebas de tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina. Como se puede
observar, si bien, los ratones HFR presentan mayores niveles de glucosa con respecto a
los ratones SD, estos presentan mejor tolerancia a la glucosa al compararlos con los

ratones del grupo HF (Figura 16A y 16B).
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Figura 16. Prueba de glucosa e insulina. Curva de temporal de glucosa e
insulina de los tres grupos de estudio con las significancias. Area bajo la
curva de las pruebas de tolerancia a la glucosa e insulina.

Asimismo, al determinar la capacidad de la insulina para reducir los niveles de glucosa
en sangre en los distintos grupos de ratones, observamos resultados similares. Los
ratones alimentados con dieta HFR muestran mejor manejo de la glucosa en respuesta
a la insulina, que los ratones HF, aunque los ratones SD muestran menores niveles de

glucosa. (Figura 16Cy 16D)

Para tratar de explicar los efectos benéficos de la DTR sobre el peso corporal, el
metabolismo de glucosa y la temperatura, se procedié a realizar el anlisis
transcripcional en la grasa parda a partir del RNA. Una vez corroborado que el RNA
cumple con las caracteristicas necesarias (relacion 260/230 >1.8 y RIN >7.0), se realizd

el andlisis de expresion circadiano para todos los grupos.
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6.2. Resultados transcripcionales.

Mediante el calculo de numero genes que oscilan de manera significativa, observamos
gue la cantidad de genes oscilantes en el grupo SD (893) fue mayor que el grupo HF
(321), demostrando que la DG provoca una disminucién de mas de la mitad en el nimero
de genes oscilantes (Figura 17A). Sin embargo, en el grupo de animales HFR, observamos
un aumento en los genes oscilantes HFR (686) al comparado con el grupo HF. Esto indica
qgue la dieta temporal restrictiva de alguna manera recupera el nimero de genes

oscilantes (Figura 17B). Para identificar si hay genes oscilantes que se comparten en los
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Figura 17. Expresion circadiana en los grupos de estudio y diagrama de Venn de los genes
compartidos entre grupos. En el heatmap, cada renglén en un gen y cada columna es un ZT de
sacrificio de los animales. El color azul significa que no hay expresion y el color amarillo
representa que un gen se expresa.

grupos, se realizd un diagrama de Venn. De forma interesante, encontramos 28 genes
gue estan dentro de la intersecciéon de los 3 grupos, ademads, coherentemente, la
mayoria corresponden a genes implicados en el control circadiano como, Arntl, Clock,
Ciart, Dbp etc. Entre los grupos SD y el grupo HF, encontramos 30 genes que se
comparten, lo cual sugiere que estos genes podian estar relacionados con la condicion
de alimentacion ad libitum. Por otro lado, entre los grupos HF y HFR identificamos 37
genes, los cuales podrian estar implicados o relacionados con el consumo de la dieta
hipercalérica. Por ultimo, entre los grupos SD y HFR encontramos un mayor nimero de

genes, que corresponden a 102 genes y estos podrian estar relacionados con un mejor
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control metabdlico debido a la dieta temporal restrictiva. Posteriormente, se analizaron
los parametros circadianos de los genes oscilantes de los tres grupos. Para visualizar los
valores de amplitud de la oscilacidn de la expresidn de los genes, se realizd un mapa de
calor, tomando como valor, la amplitud de expresidon de los genes oscilantes de cada
grupo y comparando los grupos entre si (Figura 18A). Si tomamos como referencia el
grupo SD, es evidente la oscilaciéon de los genes, misma que se ve ausente casi por
completo a comparar los mismos genes en el grupo HF, lo cual sugiere que la DG provocé
una reduccién en la amplitud de dichos genes. Esto no significa que no se expresen,
significa que su expresién no fluctua a lo largo del dia de manera robusta. Al analizar el
grupo HFR, se observé recuperacién en la amplitud comparando los grupos HF y HFR,
mostrando que la DTR contrarresta en cierta medida la disminucién de la amplitud
provocado por la DG. Al analizar la amplitud de los genes del grupo HF, podemos
observar que son pocos los genes que comparten amplitud, tanto en el grupo SD como
en el grupo HFR, indicando que los genes oscilantes del grupo HF son casi exclusivos de
esta condicién. Otra manera de visualizar este efecto es determinando el porcentaje de
genes que incrementaron o disminuyeron su amplitud. Como se muestra en la figura
18B el 95% de los genes redujeron su amplitud al comparar el grupo SD vs HF, de manera
similar, al comparar el nimero de genes con reduccién de amplitud entre el grupo HFR
vs HF encontramos alrededor de un 93% de genes. Estos datos sugieren que una de las
causas principales por las que la dieta DG disminuye el nimero de genes que oscilan

(Figura 18B) es por la reduccién en la amplitud de los genes.
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Con el fin de evaluar el cambio de amplitud, se midid la variacidon de amplitud, tanto en
diminucién como aumento y si no hubo cambio. Para esto se utilizé la formula de
porcentaje de cambio (%cambio), obteniendo los genes que tienen variaciones de
amplitud y los que no cambian. Teniendo en cuenta que mas del 90% de los genes
disminuyen amplitud (o suben de amplitud si se compara de HF a HFR o a SD), se analizd
el enriquecimiento de las vias dentro de la lista de genes que bajan de amplitud,
utilizando el servidor DAVID que utiliza la base de datos de Gene Ontology. Mediante un

diagrama de Venn, observamos si existen vias que se comparten entre ambas listas de
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Figura 18. Amplitud de expresion circadiana de los genes se ve afectada por la DG. Los Heatmaps
de amplitud muestran el efecto de los diferentes paradigmas alimenticios. La grafica de barras
muestra la cantidad de genes que cambian en el valor de amplitud (+20%) en porcentaje.
Diagrama de Venn de las vias enriquecidas cuando se analizan los genes que bajan de amplitud
al comparar SD y HFR contra HF.

genes. El nimero de rutas compartidas entre las listas es mayor que las rutas que no se
comparten, es decir, que las listas de genes que disminuyen de amplitud de SDvsHF y de
HFRvsHF tienen similitud. Dentro de las rutas compartidas, podemos resaltar los Ritmos

circadianos, el metabolismo de los 4cidos grasos, MAPK, Respuesta al Frio y regulacion
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negativa de mTOR. Algunas de las rutas destacadas que solo se encuentran en la
comparacion entre SD y HF, estan: metabolismo del glicerol, PI3K/AKT, y diferenciacion
de adipocitos pardos. Por ultimo, las rutas que solo se encuentran en HFRvsHF son:
respuesta inflamatoria, regulacién de PGC1a, y sefializacion de mTOR. Se seleccionaron
las vias mas representativas que se encuentran en la interseccién del diagrama de Venn,
para evaluar el pardmetro circadiano de la amplitud, mediante un heatmap para
observar la diferencia entre los grupos y acrofase, mediante un polar plot, para observar
si existe un cambio de fase o algun retraso o adelantamiento del maximo de expresion.
La primera via estudiada fue la via de los ritmos circadianos. Se realizé un heatmap de
la amplitud de los genes implicados en la ruta y se compararon los grupos. En general,
la pérdida de amplitud se presenta en el grupo HF, comparado con el grupo SD y HFR,
de acuerdo con la escala de color, donde azul significa que hay menor amplitud y el color
amarillo indica que hay mayor amplitud (Figura 19Ay B). La DG promueve la disminucidn
de la variacién de los genes que participan en la regulacién del reloj circadiano, lo cual
podria provocar la alteraciéon en la expresién de una gran variedad de genes que son
regulados por el reloj circadiano. Por el contrario, la DTR induce a los genes del reloj a
oscilar como en el grupo SD, lo que puede explicar los beneficios de la dieta temporal
restrictiva. Por ejemplo, el gen Arntl que codifica para la proteina BMALI, gen clave en
la regulacion circadiana, muestra una pérdida de amplitud en el grupo HF al compdralo
con el grupo SD, indicando que la expresion de este gen se mantiene estable a lo largo
del tiempo, lo cual contrasta con el grupo HFR, que muestra un aumento en la amplitud
de la expresién del gen ARNTL, mostrando que la DTR fuerza la expresién ciclica de Arntl
(Figura 19A y B). Debido a que el programa JTK identificé los genes cuya oscilacion es
significativa (P<0.01) y que el valor de amplitud es un calculo matematico que considera
los 6 ZT's, la variacién de la amplitud involucra a los 6 puntos del dia. Pasando a la
acrofase de los genes implicados en la via de los ritmos circadianos, observamos que son
pocos los genes que comparten acrofase entre el grupo SD y el grupo HF, es decir que la
DG provoca un desfase en el punto de mayor expresién de los genes del reloj. Al

comparar la acrofase del grupo SD y HFR notamos que varios genes comparten pico de
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Figura 19. Conjunto de genes que enriquecen la via de los procesos Ritmicos. Se evaltian los
parametros circadianos (amplitud y acrofase) de los genes. Cada columna representa un grupo
de estudio. Al color amarillo representa que un gen tiene amplitud en la oscilacién de la

expresion y el color azul representa que no hay amplitud.
expresion, esto significa que la DTR corrige, en cierta medida, la expresion desfasada
provocada por la DG. Por ejemplo, el gen Clock, que codifica para la proteina con el
mismo nombre, que junto con BMALL son los actores principales de la regulacion
circadiana, en condiciones normales, Clock tiene su maximo de expresién a ZT2 en el
grupo SD (Figura 19B), pero en condiciones de dieta alta en grasa ad libitum, el maximo
de expresion se adelanta dos horas, es decir que la acrofase se presenta en ZTO (Figura
19B), por el contrario, en el grupo HFR se muestra que la expresion de Clock es la misma
gue en grupo SD, es decir que la acrofase se presenta en ZT2, lo que indica que la DTR
recupera la acrofase de Clock y esto puede provocar un mejor control metabdlico (Figura
19 B). A pesar de que Clock sufre un desfase de SD a HF, Npas2, gen codificante de la
proteina NPAS2, que es un andlogo de Clock, no se ve afectado en la acrofase al comprar
los tres grupos y en los tres grupos tiene una acrofase en ZT2 al igual que Clock, esto
puede en cierta medida compensar el desfase de Clock visto en el grupo HF, sin
embargo, la amplitud de la expresion circadiana de Npas2 se ve muy mermada en la
condicién de DG, este efecto se ve revertido en el grupo HFR, que recupera la amplitud
de la oscilacion de Npas2 (Figura 19B). Por otro lado, los represores Perl y Per3, se
desfasan dos horas si comparamos los grupos SD y HF, mismo comportamiento se

observa en el grupo HFR, donde Perly 3 se expresan en ZT14 mientras que en el grupo
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Figura 20. Genes que enriquecgﬁ las vias de la insulina y PI3K/AKT. Se observa la amplitud y
acrofase de expresion de los genes. En el heatmap, cada columna es un grupo y cada rengldn
es un gen. El color amarillo significa que hay amplitud y el color azul significa que no hay
amplitud.

SD se expresan en ZT12. Se puede inferir que la dieta alta en grasa provoca que Per 1y
3 se desfase 2 horas en su acrofase. Otras de las vias que se alteran en comun cuando
comparamos SDvsHF y HFRvsHF son las vias de PI3K/AKT (Figura 20A) y la de la insulina
(Figura 20C), que estdn muy relacionadas entre si. Entre los genes que se encuentran en
estas vias destacan genes que responden a los estimulos de insulina mediados por la via
PI3K/AKT, como son PRKC (via PI3K/AKT), que codifica para una proteina efectora mTOR,
cuya actividad es modulada por AKT, o los genes PRKAB2 y HK2 (via de la Insulina), el
1ro es un gen que codifica para una subunidad de AMPK y el segundo es el gen que

codifica para la enzima Hexocinasa 2. Hablando en términos circadianos, la amplitud de
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los genes implicados en esta via se ve disminuida cuando comparamos al grupo SD
contra el grupo HF, lo que sugiere que la DG altera en cierta medida las vias de
sefializacion moduladas por la insulina. También podemos observar que la DTR mostré
una recuperacién en la amplitud de los genes que se vieron afectados por la DG,
mostrando una mejor sefializaciéon de la insulina promovida por la dieta temporal
restrictiva. Otra via importante para destacar es mTOR pues es un sensor nutricional
muy importante y un factor clave en la regulacién del metabolismo. Podemos encontrar
que genes que conforman la via de sefializacion de mTOR, como S6K y AKT2 se
encuentran alterados por la DG, tanto en amplitud con en la acrofase (Figura 21C, D). El
gen que codifica para S6K (RPS6KA2), normalmente se expresa en ZT2, pero en el grupo
HF, sufre un desfase de 10 horas, teniendo una acrofase a ZT12. Por el contrario, en el
grupo HFR, el mismo gen recupera la acrofase que se presentd en el grupo SD. En cuanto
a la amplitud, la tendencia es la misma, pues la amplitud del gen RPS6KA2 se ve
disminuida cuando se comparan los grupos SD contra HF, por el contrario, el grupo HFR
mostré una pequeia recuperacién de amplitud cercana a la amplitud presentada por el
grupo control. S6K es uno de los efectores mas relevantes del complejo mTORC1,
entonces, la alteracién de la acrofase y amplitud provocadas por la DG repercute sobre
los metabolitos influenciados por S6K y que la condicion de alimentacion restringida
temporalmente puede optimizar la funcién de la via de mTOR al recuperar la amplitud
y acrofase de los genes implicados en la via. Otro gen que se ve afectado es CAB39, que
es importante en la via AMPK debido a que activa a LKB1 principal activador de AMPK.
Cabe resaltar que AMPK inhibe la actividad de mTOR[54].
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Sin embargo, el control transcripcional de los genes que particion en las vias que
analizamos tiene que ser regulados a nivel transcripcional, pues a pesar de observar que
la DTR mejora la amplitud y la acrofase de los genes implicados es estas vias,
posiblemente la regulacidon de las vias encontradas se encuentre en un nivel mas arriba,
es decir que pueden existir factores de transcripcion clave en la regulacion de las vias

enriquecidas.

Para identificar los factores de transcripcién involucrados en las vias enriquecidas,
analizamos los promotores de los genes que enriquecen las vias de sefializacion y asi

poder profundizar en la red de regulacion metabdlica. De manera interesante, al
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Figura 22. Numero de factores de transcripcion identificados.

identificar los factores de transcripcidon que potencialmente se encuentran modulando
la transcripcion de los genes que participan en las vias de sefalizacion identificadas,
observamos que, aunque solo una proporcion de factores de transcripcidon oscilan,

nuevamente la oscilacion es mas robusta en los grupos SD y HFR (Figura 22y 23 A).

De los factores de transcripcién que oscilan, en particular encontramos que los
principales actores de la regulacidon de estas vias son pertenecientes a la familia de

factores de transcripcion “Forkhead trascription factors” (por su nombre en inglés). De

Factores de Transcripcién circadianos

ez

Figura 23. Heat map de los factores de transcripcion oscilantes en los tres grupos de estudio. Se
observa un patrén oscilatorio en el grupo SD a lo largo del dia. Esta oscilacion se ve alterada en
el grupo HF. En el heatmap del grupo HFR se observa que un grupo localizado de FT recuperan
la oscilacion en la expresién vista en el grupo SD. Diagrama de Venn de los factores de
transcripcion circadianos en cada grupo. Genes oscilantes con una P < 0.01.
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acuerdo con la red regulatoria (Figura 24) Foxol controla la transcripcién varios genes
implicados en las vias enriquecidas, como son Akt2, Pgcla, Papara, que participan en las
vias de PI3K/AKT, MAPK, mTOR, metabolismo de lipidos y genes relacionados con la
termogénesis. Esto significa que los genes pueden aparecer en una o en varias vias
enriquecidas y esto conlleva a que el FT como Foxo1l regule varias vias a la vez. Teniendo
bajo su cargo una red de regulacion que afecta de diferentes formas del metabolismo,
Foxol presenta un patrén de expresion ciclico, teniendo como acrofase al ZT12 en los
tres grupos de estudio, sin embargo, la amplitud se ve disminuida en el grupo HF,
mostrando una menor oscilacién de la expresion de Foxol (Figura 25B), teniendo como
consecuencia que la regulacién ciclica que ejerce Foxo1l sobre los genes ya mencionados
se ve alterada, provocando un desajuste en la expresion de los genes que enriquecen
las vias metabdlicas y esto desemboca con la alteracién metabdlica. La actividad de
Foxol en la grasa parda es clave para un mejor control de la termogénesis y
metabolismo de glucosa, controlando la expresion diferencial de Ucpl, 2 y 3 (Figura 25E,
F, G) y regulando la gluconeogénesis [55, 56]. Podemos decir que Foxol favorece el
anabolismo, lo que coincide con su acrofase que ZT12 en el grafico de expresion
circadiana, que es la hora en que los animales comienzan a alimentarse y las vias
anabdlicas se ven activadas. Algunos de los principales genes termogénicos, Dio2 y
Adrb3, muestran alteraciones por la dieta hipercalérica en el grupo HF (Figura 25H y I),
por el contrario, en los ratones del grupo HFR recuperan parcialmente el patrén de
expresion circadiana visto en el grupo SD, mostrando el efecto benéfico de la dieta

restrictiva sobre los principales genes termogénicos del TAP.

42



A) Insulina, AKT, MAPK, mTOR

>

Termogénesis

Metabolismo
de lipidos

MAPK

MAPK
PI3K/AKT

Reloj circadiano

B). - vetfasco-1523

Figura 24. Red de regulacién metabdlica asociada a los factores de trascripcidn circadianos. El
analisis de promotores de los genes que bajan de amplitud reveld ciertos factores de transcripcidn
no identificados con anterioridad, como son Foxol, Foxn2 y Foxa2, ademas de los genes
pertenecientes al reloj molecular. Se muestra que Foxol, Foxn2 y Foxa2 regulan una gran cantidad
de genes en las vias de Insulina, PI3K/AKT, MAPK y genes implicados en la termogénesis. Ademds,
factores de transcripcion implicados en el metabolismo de lipidos como Creb1 y Cebpa también se
ven implicados en la red regulatoria. Los factores de trascripcion comparten regulacién de algunos
genes, mostrando redundancia, ademas de que los genes clave del reloj circadiano juegan un papel
clave en la regulacion de la expresidn de genes circadianos. B) y C) Motivo dentro del promotor de
Akt2 donde se une Foxn2 y Foxol respectivamente y promueven la transcripciéon de Akt2.
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Por Ultimo, se analizaron los genes alterados por la dieta alta en grasa. Teniendo
en cuenta que el sacrificio de los animales se realizd a cada 4 horas, por cada grupo
obtuvimos 6 transcriptomas. Para realizar un filtrado de genes, comparamos los genes
codificantes de cada grupo, primero SD vs HF y después HFR vs HF, para obtener los
genes que se ven alterados significativamente por la DG en cada hora de sacrificio. A
partir de las listas de genes que se alteran, realizamos un analisis de enriquecimiento. El
numero de genes que se ven afectados en la expresién en el comparativo SDvsHF es
mayor que el nimero de genes afectados que se obtiene al comparar HFRvsHF. De

acuerdo con la grafica de radar, en SDvsHF vemos que el mayor nimero de genes

Numero de genes alterados por HF a lo largo del dia
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Figura 27. Distribucion diurna de las vias enriquecidas con los genes en los comparativos
SDvsHF y HFRvsHF. En los grupos alimentados ad libitum las vias se distribuyen a lo largo del
dia, al contrario del grupo alimentado con dieta restrictiva que diferencia las vias catabdlicas y
anabdlicas en el dia y la noche respectivamente.

afectados se ven en el ZT16, con alrededor de 3000 genes, sin embargo, a ZT0, ZT4 y ZT8
también hay gran cantidad de genes que se ven alterados (Figura 26A).Mientras que, en
la grafica HFRvsHF, la mayor cantidad de genes que se ven alterados por la DG es en el
ZT16 (Figura 26B), indicando que la mayor cantidad de genes afectados por la dieta alta
en grasa ad-libtum se expresan durante la noche, que es cuando los ratones estdn mas

activos.

Posteriormente, se revisé en cada ZT las vias enriquecidas resultantes, buscando las
rutas metabdlicas de interés. Se encontré que en los animales que se alimentan ad
libitum (SD y HF), muestran una distribucién de las vias metabdlicas a lo largo del dia
cuando no hay un horario fijo de alimentaciéon. Podemos ver como vias catabdlicas y
anabdlicas se ven enriquecidas a la misma hora, como son la via de sefalizacién de
AMPK y mTOR. Sin embargo, los ratones alimentados con dieta restringida muestran las

vias enriquecidas concentradas en el ZT12 y 16 (Figura 26 Cy D).

Podemos observar en la grafica SDvsHF, que las vias se distribuyen tanto en el dia como
en la noche y no hay distincidn entre vias anabdlicas y catabdlicas. Por el contrario, en
la grafica HFRvsHF, se muestra una divisién de las vias en el dia y la noche, ademas de
que las vias catabdlicas y anabdlicas se encuentran mayormente enriquecidas en el

periodo de luz y de oscuridad respectivamente (Figura 27A, B). Sin embargo, para
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corroborar el efecto de la HF sobre la expresidn de los genes en los grupos SD y HFR,
evaluamos el ratio de cambio en SD y HFR respecto a HF a lo largo del dia. El ratio
circadiano calculado de SDvsHF y HFRvsHF de genes clave se graficd y se compararon
mediante una correlacién de Pearson, con el objetivo de mostrar que tan similar es el
efecto de la DG sobre el gen en el grupo SD y en el grupo HFR. Tanto en la grafica de
ratio de cambio de mTOR como de AKT2, los grupos comparado SDvsHF y HFRvsHR
muestran un patrén de cambio similares y cuyo valor de correlacién es 0.97964273,
indicando que la DG afecta de forma similar los genes de mTOR y Akt2. Ademas, los
factores de transcripcion Foxa2 y Foxn2 muestran un ratio de cambio con patrones muy

relacionados mostrando que la DG tiene efectos similares en el grupo SD y HFR.
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Figura 28. Ratio y expresion circadiana de Ay B) mTOR, Cy D)Akt2, Ey F)Foxa2 y G y H)Foxn2. El
cambio provocado por la dieta alta en grasa en la expresién circadiana de los genes mTOR, Akt2,
Foxa2 y Foxn2, en el grupo SD es muy similar al efecto que se observa en el grupo HFR, mismo que
correlaciona con lo observado en la grafica de expresidn circadiana para cada gen.
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Figura 29. Los nutrientes modulan el reloj molecular del TAP a través de los sensores nutricionales.
El efecto nocivo en el metabolismo provocado por la dieta alta en grasa ad libitum se ve
disminuida por la dieta temporalmente restrictiva. Los nutrientes modulan el reloj molecular del
TAP a través de los sensores nutricionales, que responden a los niveles energéticos modulando su
actividad. Los sensores nutricionales regulan la actividad de genes clave del reloj, lo que impacta
de forma directa los genes que son regulados por el sistema del reloj circadiano. Dentro de los
genes controlados por el reloj, se encuentran factores de transcripcion como Foxol, Foxn2, y
Ppara que regulan la expresion de gran variedad de genes clave en el metabolismo.
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7.Discusion.

A nivel mundial, el consumo de dieta hipercaldrica es un problema muy dificil de
controlar, debido a que es de facil acceso y también al poderoso componente heddnico
asociado a los alimentos altamente palatables. Por eso, es de suma importancia,
encontrar nuevas estrategias y tratamientos, ademas de la dieta balanceada y el
ejercicio que ya se utilizan, sin embargo, la principal desventaja es la dificil adherencia
causada por la presion social y los hdbitos, a los regimenes alimenticios y fisicos
saludables. La dieta temporal restrictiva ha mostrado ser una estrategia viable, tanto en
animales de laboratorio como en humanos, debido a que es capaz de conferir proteccion
al desarrollo de problemas metabdlicos asociados a la dieta alta en calorias [35, 40].
Estudios realizados en ratones, han mostrado que la DTR protege contra el desarrollo
de problemas metabdlicos. En particular en el higado previene la generacion de
esteatosis hepatica y a nivel fisioldgico, la resistencia a la insulina, y optimiza
metabolismo de acidos grasos, pues enzimas clave como Fasn y Scdl y Lipc se ven
aumentadas en la DTR. También se mejora el metabolismo de la glucosa, reduciendo el
nivel de gluconeogénesis, y aumentando el catabolismo de la glucosa. Esto se refleja en
un aumento de los metabolitos del ciclo de Krebs, malato, fumarato, sugiriendo que el
piruvato la entrada de piruvato al ciclo de Krebs estd aumentada [35]. Sin embargo, a
pesar de que el higado muestra cambios en el metabolismo de glucidos y lipidos por la
DTR, el higado en contraste con el TAP, no tiene la misma capacidad catabdlica que este
ultimo. Ademas, diversos estudios han demostrado que la activacion del TAP en ratones
provoca efectos benéficos en el peso corporal y en el metabolismo de glucidos. Asi
mismo, es importante resaltar, que el TAP como otros tejidos periféricos, esta
controlado por el reloj circadiano tanto a nivel central como por su reloj interno [49, 57].
En este sentido, en el higado, se ha demostrado que los nutrientes pueden actuar como
zeitgebers, ya sea por la restriccién temporal o por el aporte caldrico [16, 35], por el

contrario, son pocas las pistas que se han encontrado en el TAP. REf

Por esta razén decidimos poner a prueba el modelo de DTR en ratones alimentados con
dieta alta en grasa a lo largo de 19 semanas, para determinar si la grasa parda podria
estar participando en los efectos benéficos de la DTR a nivel fisiolégico, revisando el

peso corporal, el metabolismo de la glucosa y la temperatura. Ademas, explorando los
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mecanismos moleculares implicados, mediante el analisis del transcriptoma circadiano
de la grasa parda, y asi para poder explicar un posible mecanismo que regule la

recuperaciéon observada en el grupo alimentado con la dieta temporalmente restrictiva.

Nuestros resultados muestran que la sola restriccion alimenticia, es capaz de aumentar
el gasto energético de los ratones, ya que después de 19 semanas del protocolo
alimenticio, los ratones alimentados durante los ZTs 12 a 24, es decir durante el periodo
de actividad, estos ganan menos peso que los animales alimentados ad-libitum. De
manera importante, el consumo de kcal fue el mismo entre estos grupos, lo cual sugiere
gue la reduccién en la ganancia de peso fue mediada por un mejor control en el balance
energético. Evidentemente, el grupo de los ratones alimentados con dieta SD o normo
caldrica mantuvieron un menor peso en comparacién con los grupos alimentados con
dieta hipercaldrica, pero no necesariamente por un mejor control metabdlico ya que

estos animales consumieron una menor cantidad de calorias (Figura. 14A).

Existen diversos reportes que muestran que la dieta HF es capaz de generar problemas
en el metabolismo de la glucosa en ratones [58]. Por ello, para determinar si en nuestro
protocolo, la sola restriccion de temporal de alimento era capaz de mejorar el
metabolismo de la glucosa, realizamos pruebas de tolerancia a la glucosa (TTG) y de
sensibilidad a la insulina (TTl). De manera importante, la restriccion temporal de
alimento también promueve un mejor metabolismo de la glucosa. En ambas pruebas
(TTG y de TTI), observamos que los animales del grupo HFR, mostraron menores niveles
de glucosa a lo largo de las pruebas, al compararlos con los animales del grupo DG. Si
bien, los ratones del grupo SD siempre mostraron menores niveles de glucosa que el
grupo HFR, el hecho de que los ratones del grupo HFR mostraran menor nivel de glucosa
que los ratones HF, muestra que la sola restriccion de temporal de alimento promueve
un mejor control del metabolismo de la glucosa, independientemente del contenido
caldrico (Figura. 16A). Estos resultados coinciden con otros reportes que muestran que
ratones alimentados Unicamente durante la noche muestran una mejora en
comparacion con ratones alimentados ad-libitum [23, 35, 40, 59]. La glucosa es una
fuente de energia necesaria para el organismo, ya que su catabolismo desencadena en
la sintesis de ATP en un estado energético negativo, al contrario, si hay exceso de ATP,

el catabolismo de la glucosa se detiene por la inhibicidn de la enzima limitante de la
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glucolisis, la fosfofructocinasa-1. [60]. Los niveles elevados de glucosa del grupo HF tanto
basales como posteriores a la administracidon de glucosa i.p., se puede atribuir a un
desbalance en la accidon o produccidn de la insulina provocada por la DG ya que la
glucosa no estaria siendo absorbida adecuadamente por los distintos tejidos. Esta
nocién se apoya con el experimento de IST, ya que aun con la misma dosis de insulina
los animales del grupo HFR responden mejor, con una disminucion mas rapida de los
niveles de glicemia (Figura 16). El mejoramiento en el control metabdlico causado por la
restriccion temporal de alimento podria ser causada por un aumento en la actividad
locomotriz de los ratones, sin embargo estudios realizados, han demostrado que los
animales sometidos a restriccion temporal de alimento no son mas activos que los
animales alimentados ad libitum[39]. Por ello, los efectos benéficos de la DTR, no se
debe a un aumento en el gasto energético medido por la actividad fisica de los ratones
al aumentar la actividad muscular. Otro tejido aparte del musculo con una gran
capacidad catabdlica es el tejido adiposo pardo. Diversos estudios en roedores y en
humanos han demostrado que el tejido adiposo pardo es capaz de reducir el peso
corporal, asi como los niveles de glucosa en sangre, ademas existen evidencias que
sugieren la restriccion temporal de alimento podria aumentar la actividad de la grasa
parda[35]. Por otro lado, varios reportes han demostrado que el reloj circadiano juega
un papel central en la regulacién de la grasa parda [49, 61], ademas se ha observado que
la activacion del tejido adiposo pardo controla los niveles de glucosa de manera

circadiana en humanos [62].

Como esperdbamos, cuando determinamos la temperatura corporal en cada uno de los
grupos de ratones, observamos que, en todos se presenta fluctuaciones circadianas de
temperatura, (Figura 15 A, B) [61, 63, 64]. Sin embargo, los ratones del grupo HF
mostraron una diminucion en la oscilacidon circadiana, es decir una reduccién de la
amplitud. Resultados similares han sido reportados en otros trabajos, indicando que
ratones alimentados con dieta hipercalérica muestran una reduccién en la variacién de
la temperatura corporal a lo largo del dia, en contraste con los ratones alimentado con
dieta estandar [63]. De manera importante los ratones del grupo HFR presentaron el
mismo nivel de amplitud que los ratones del grupo SD. Estos resultados nos sugerian

gue uno de los mecanismos implicados en el mejoramiento de metabolismo, es el
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mejoramiento y/o aumento de la termogénesis y, por ende, de adaptaciones
funcionales en el tejido adiposo pardo de los ratones sometidos a una restriccion
temporal de alimento. Por ello, decidimos determinar los niveles de expresidon
circadiana de cada uno de los genes codificantes en el tejido adiposo pardo mediante
estuOIDs de transcriptoma, para identificar rutas implicadas en el mejoramiento
metabdlico observado en el grupo de ratones HFR y explorar a nivel molecular cual
podria ser el papel de la grasa parda en los efectos benéficos de la restriccion temporal

de alimento medido por los nutrientes como zeitgebers.

Al determinar el nUmero de genes que oscilantes en cada grupo, mediante un célculo
estadistico [53], observamos una dramatica disminucion en el nimero de genes en el
grupo HF al compararlo con el grupo SD (Figura 17A) lo cual demuestra que la dieta
hipercaldrica, tal y como sucede en higado, [16, 35] en la grasa parda también reduce el
numero de genes que oscilan. Asombrosamente, el grupo HFR a pesar de recibir el
mismo numero de kcal que los ratones del grupo HF, estos muestran un aumento del
doble de los genes que oscilan con respecto a los ratones HF (figura 17A). En ese
momento no contdbamos con pistas de si este efecto estaba relacionado con los
beneficios metabdlicos mostrados en el grupo HFR. En higado se han realizado estuOIDs
similares y se ha mostrado que la HFR previene la reduccidn en la amplitud de genes
oscilantes provocada por la HF. En particular, se ha observado que genes clave en la
regulacion del reloj circadiano como Clock, Bmall, ademds de genes que codifican para
enzimas clave para la gluconeogénesis como Fosfofructocinasa-1 (Pfk1), Glucocinasa
(G6pc) y metabolismo de lipidos como sintasa de acidos grasos (Fasn) y Lipasa C (Lipc),
muestran oscilaciones mas robustas, lo cual esta implicado con el mejoramiento del
control metabdlico de la glucosa y de lipidos [35]. Dadas las diferencias funcionales entre
el TAP y el higado, como la gluconeogénesis exclusiva del higado y la termogénesis por
el desacoplamiento de la cadena respiratoria en TAP, nosotros esperdbamos encontrar
cambios en otras funciones que explicaran el mejoramiento del balance energético [35].
Para identificar las funciones bioldgicas que podrian estar alteradas entre los conjuntos
de genes que oscilan en cada grupo de animales realizamos agrupamientos funcionales.
Como era de esperar, la mayoria de los 28 genes oscilantes comunes entre los tres

grupos correspondieron con genes implicados en el reloj molecular (Figura 17B). Esto
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indica que los genes del reloj mantienen su oscilaciéon independientemente de los
zeitgebers externos y/o nutrientes. Sin embargo, cuando evaluamos los parametros
circadianos “amplitud” y “acrofase”, observamos que el grupo HF altera el patrén de
oscilacion al reducir la amplitud de la expresion de los genes controlados por el reloj,
esto coincide con lo encontrado por Hatori et al, que muestra que la HF disminuye la
amplitud de la oscilacion de la expresion de los CCG’s en higado [35, 40]. Al analizar el
cambio de amplitud de SD hacia HF y de HFR hacia HF, en ambos casos observamos que
la gran mayoria de los genes (alrededor del 90%) presentan una disminucién en la
amplitud por efecto de la dieta HF (Figura. 18A). Debido a esto, decidimos identificar
que vias metabdlicas y/o funciones bioldgicas estaban alteradas por la reduccidn de
amplitud en la oscilacion y que por ende estaban implicadas en los efectos metabdlicos

observados.

Para esto se realizd un andlisis de enriquecimiento de los genes que bajan de amplitud
considerando un valor de corte a partir del 20% de cambio de amplitud. Nosotros
razonamos que la reduccién en la amplitud por la dieta HF (o aumento de amplitud por
las dietas HFR o SD) podrian estar alterando funciones bioldgicas en comun entre los
grupos HFR y SD a causa de la dieta HF ad-libitum. Por ello, analizamos cuales eran las
funciones biolégicas comunes entre los genes que bajaron su amplitud en ambos
comparativos (SDaHF y HFRaHF). De manera interesante, encontramos un mayor
numero de vias compartidas que vias exclusivas en cada grupo. Entre las vias comunes
y mas enriquecidas encontramos, ritmos circadianos (Figura. 19), PI3K/AKT (Figura.

20A), insulina (Figura. 20B), y MAPK (Figura. 21A) y MTOR (Figura. 21B).

La via de la MAPK estd considerada como una via central para el control del
metabolismo, ya que su actividad es regulada por la insulina en respuesta a un aumento
de nutrientes disponibles [65]. Existen tres variantes de la via de MAPK, que se
diferencian por las moléculas efectoras y por las moléculas blanco JNK, p38 y ERK. p38-
MAPK es una via de sefializacién importante para la absorcién de la glucosa, ya que
promueve la trascripcion de los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4,
indispensables para el metabolismo de la glucosa [66]. En el caso de JNK1/2, datos
experimentales muestran que su eliminacidon en higado provoca proteccién contra el

desarrollo de sobrepeso y obesidad en ratones alimentados con dieta hipercaldrica y

54



potencia la sensibilidad a la insulina [67]. Por ultimo, ERK muestra que es relevante para
el metabolismo de la glucosa debido a que en ratones KO para ERK2 en higado,
alimentados con dieta hipercalérica, se presenta intolerancia la glucosa y menor
sensibilidad a la insulina [68]. En la grasa parda, se ha visto que MAPK es un regulador
central de la transcripcion de UCP1, dependiente de AMP ciclico. Esto se logra a través
de la activacion de los reguladores transcripcionales activador 2 (ATF-2), PPARa y PGC-
la que modulan la transcripciéon de UCP1 en el TAP [69]. En este sentido, nuestros
resultados muestran que ATF2, PPARa y PGCla muestran perfiles de expresion
circadiana similares entre los grupos SD y HFR (Figura 25J, Cy D). Aunado a esto, el perfil
de expresiéon del gen termogénico UCP1 también muestra similitud entre el grupo HFR
y SD (Figura 25E). Aunqgue esto no significa una relacion causa efecto en la expresion de
UCP1, si podemos inferir que, dada la gran cantidad de respuestas metabdlicas
mediadas por estos reguladores transcripcionales clave, estos podrian estar jugando un
papel central en el mejoramiento del control metabdlico mediada por la restriccion

temporal de alimento [16, 35, 40].

Otra via que identificamos en el grupo de genes cuya amplitud no disminuyd por la
restriccion temporal de alimento fue mTOR. Esta, es una cinasa integrada en un
complejo multiprotéico, que integra nutrientes, estrés, crecimiento y el contenido
energético para balancear vias anabdlicas y catabdlicas [11]. Cuando hay un aumento
de nutrientes, mTOR se activa, y promueve vias anabdlicas [70]. De manera interesante
a nivel transcripcional mTOR presenta el mismo perfil entre los grupos “saludables” es
decir HFR y SD (figura 27A) Este efecto se puede ver mas claramente al calcular el perfil
de cambio entre SD y HFR con respecto al grupo HF calculado la relacion en el nivel de

expresion a cada ZT (Figura 27B).

Otra cinasa de suma importancia en el control del metabolismo es AKT2. Esta cinasa
pertenece a la via de sefializacion PI3K/AKT que se ve activada por la insulina que regula
una gran cantidad vias metabdlicas. Entre estas vias tenemos que AKT regula la
glucolisis, esto se debe a que regula la expresién y funcién de la Glucocinasa, ademas de
que regula a la enzima reguladora de la glucolisis que es la fosfofructocinasa-1 (Pfk) [71].
Nuestros resultados muestran que AK2 también muestra mayor amplitud y perfil de

expresion circadiana en los ratones del grupo HFR en contraste con el grupo HF ad-
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libitum, ademas muestra un cambio de fase de alrededor de 4 hrs (Figura 27C). Debido
a que AKT juega un papel central en el proceso de seiializacidn de la insulina, nosotros
consideramos que los efectos fisiolégicos observados en el grupo HFR (nivel de
tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina mayor que el grupo HF), que son
comparables con los ratones alimentados con dieta estandar, podrian deberse al menos
en parte a la recuperacion transcripcional de AKT2 en los animales del grupo HFR. Por
otro lado, AKT no solo podria estar jugando un papel en el control del metabolismo de
la glucosa, sino ademds en la sincronizacién del reloj molecular, tal vez de manera
directa por la insulina o bien de manera indirecta por los nutrientes como zeitgebers.
Esto debido a que estudios recientes han demostrado que AKT2 es capaz de modular la
actividad de CLOCK mediante su fosforilacion en el residuo Ser-485, y como
consecuencia, inhibiendo su migracién hacia el nucleo celular[72]. Asi mismo, existen
evidencias que muestran AKT fosforila a BMAL en la Ser-42, lo cual tiene como
consecuencia, la disociacion de BMAL a sus secuencias de DNA blanco, vy
subsecuentemente su exclusion del nucleo [73]. Evidentemente esto tiene implicaciones
funcionales muy importantes: se pude generar un control circadiano de cientos de
genes por los nutrientes y/o via de la insulina, generando cambios en la amplitud y/o

acrofase de cientos de genes controlados por el reloj molecular o CCGs.

Como ya se ha mencionado, otra de las vias enriquecidas por los grupos de genes que
aumentan en amplitud en el grupo HFR (en comparacién con el grupo HF) es la via de |a
“mitogen-activated protein kinase” (MAPK). Esta via es de suma importancia en el
control del reloj central en las neuronas del SCN, sin embargo, a nivel de tejidos
periféricos no hay evidencia del efecto regulatorio que tiene MAPK sobre el reloj [74].
Por otro lado, en tejido periférico la via de la MAPK participa en el control del
metabolismo, por ejemplo, se ha descrito que MAPK es un componente esencial en la
via de sefializacion de la insulina [65], siendo activada por esta hormona. Ademas, esta
via ha sido asociada al desarrollo de diabetes mellitus de tipo 2 mediante JNK [67].
Nuestros resultados muestran un patrén oscilatorio en la expresién de algunos
elementos de la via de MAPK, como se muestran en la figura 20, donde la amplitud de
genes clave como el activador de RAS de la via ERK1/2 [65], se ve abolida por la dieta

alta en grasa. Nuestros resultados claramente demuestran que el exceso de ingesta de
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calorias ingeridas, ad-libitum provoca de manera dramatica, una reduccién en el nivel
de amplitud de cientos de genes, en particular componentes del reloj circadiano como,
Bmal1l, Ciart, Per3, Clock, etc (Figura 19A). Considerando que el mecanismo molecular
del reloj circadiano controla la expresion circadiana de cientos de genes blancos (CCGs)
[59], la “proteccion” observada de la reduccion de amplitud en el grupo HFR en genes
del reloj, podria explicar en parte el efecto que se observa en otros genes controlados
por el reloj, mucho de ellos genes que codifican para proteinas que participan en el
control del metabolismo. Sin embargo, también podria ser que existan factores de
transcripcién diferentes a los que forman parte del mecanismo candnico del reloj
molecular, y que estuvieran siendo modulados por los nutrientes. Para analizar este
aspecto, decidimos realizar un analisis de los promotores de los genes que participan en
las vias de sefalizacién que habiamos identificado (al considerar los genes que
disminuyen en amplitud en el grupo HF). De manera interesante y en congruencia con
lo observado en el nimero de gene que oscilan, del total de factores de transcripcion
qgue presumiblemente contienen secuencias de unién a los promotores de los genes
identificados, observamos un mayor niumero de factores de transcripcién que oscilan en
HFRy en SD, en comparacion con el grupo HF (Figura 22A). Eso nos sugiere, que el primer
nivel de control transcripcional generado por los zeitgebers podria ser a nivel de los
factores reguladores de la transcripcion, cuya “informacién transcripcional” se amplifica
hacia el control de la transcripcién de genes que participan directamente en las vias de
sefializacion implicadas en el control metabdlico. Esto se ilustra en la red de regulacion
transcripcional que se construyd a partir de los factores de transcripcién clave que
fueron identificados como reguladores de genes blanco de las vias identificadas (Figura
23). De manera interesante encontramos como factores de transcripcion clave en el
control de las distintas vias a los factores de la familia FOX. Distintas evidencias muestran
gue la dieta hipercaldrica ad-libitum es capaz de reprogramar el transcriptoma
circadiano de cientos de genes [16, 35, 40, 59]. Nuestros resultados sugieren que los
factores de transcripcién de la familia FOX, podrian estar jugando un papel relevante en
la “proteccidon” a una reprogramacion del transcriptoma circadiano provocado por la
dieta hipercaldrica ad-libitum. Esto, debido a que: 1) Observamos un patrén diferente
en el perfil de expresién circadiana de Foxol (Figura 24 B), Foxn2 (Figura 27 G) y Foxa2

(Figura 27E) en el grupo HF en comparacion con los grupos HFR y SD, donde se observa
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un patréon similar entre estos dos grupos (Figuras 27F, H), 2) Nuestro andlisis de
promotores, asi como en otras investigaciones, muestran que estos factores juegan un
papel central en el control del metabolismo. Existen 19 subgrupos de FOX (A-S)
altamente conservados que se unen a una secuencia consenso 5’-
(G/A)(T/C)(A/C)AA(C/T)A-3’ localizada en las regiones promotoras. Ademas, secuencias
adyacentes a estas secuencias de union de los TF también son importantes para una
afinidad diferencial de los TF (contexto-dependiente) [75]. En particular uno de los mas
estudiados es FOXO01, el cual, dependiendo del tejido metabdlico, ejerce funciones
especificas. Por ejemplo, en pancreas, modula la funcidn de células beta al ejercer una
accion dual al suprimir la proliferacidn de estas células y promover su supervivencia [56,
76]. En higado controla la produccién de glucosa mediante el control de la
gluconeogénesis y la glucogendlisis[77]. En especial en los tejidos adiposos blanco y
pardo FoxO1 tiene una funcién dual: el tejido adiposo blanco reduce la sensibilidad a la
insulina y suprime la adipogénesis y tamafio del adipocito, y en el pardo, modula el gasto
energético [56, 78]. En este sentido, nuestros resultados sugieren que estos factores
controlan la expresidn de un gran nimero de genes que participan en distintas vias de
sefializacion y metabdlicas como, la via de la insulina, AKT, mTOR, respuesta al frio y
metabolismo de lipidos entre otros (Figura 23), todas ellas dependientes de estimulos
nutricionales. Ademas, diversos estudios han mostrado que al menos, a nivel
postranscripcional, los nutrientes son capaces de modular la funcidon de estas
proteinas[75]. Por ejemplo, en condiciones de ayuno o en condiciones de un balance
energético negativo, AMPK regula la actividad de a FOXO1, promoviendo la expresion
de genes blancos para FOXO1 y consecuentemente su transcripciéon[79]. En cambio, en
una condicion de exceso de nutrientes, la actividad de FOXO1 es inhibida mediante su
fosforilacién mediado por AKT2 en el residuo Ser®3 vy Ser3'®, con la subsecuente
reduccion de la unién a los promotores de sus gentes blanco [80]. Nuevamente, nuestros
resultados muestran que la modulacién de Foxol por nutrientes también se da a nivel
transcriptdmico, presumiblemente debido a la participacién de la maquinaria del reloj
en la regulacion de la expresidn circadiana de Foxol. Aunque hay pocas evidencias de
la interaccion entre la familia FOX y el reloj molecular, en higado, la desacetilasa SIRT1,
desacetila a FOXO1, promoviendo que FOXO1 se una al promotor de SIRT1 y favorezca

la expresién de SIRT1, debido a la presencia de un cluster de 5 motivos repetidos
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seguidos del sitio de unidn caracteristico de Fox [81, 82]. A su vez esto podria estar
siendo modulado indirectamente por el reloj circadiano, ya que actividad de SIRT1 es
circadiana, debido a que utiliza como cofactor al NAD+, el cual presenta oscilaciones en
sus niveles celulares, debido a la via de salvamento de NAD+, cuya enzima limitante
(NAMPT), se transcribe de manera circadiana, ya que es un CCG porque que contiene
cajas E en sus promotores y su transcripcidn es controlada por la maquinaria del reloj
[82] (Figura 24 K). Esto apoya la nocién de que FOXO1 puede tener actividad circadiana
debido a su regulacién mediada por SIRT1. Este mecanismo, coincide con la influencia
de los periodos de ayuno/alimentacion visto anteriormente, pues en el periodo de
ayuno, el NAD+ aumenta sus niveles, promoviendo la desacetilacién tanto de histonas
como de FOXO1 por SIRT1, favoreciendo la trascripcion de genes blanco de FOXO1. En
la continuacidn de este estudio tenemos contemplado explorar como el reloj circadiano
podria participar en el control transcripcional circadiano de estos factores de
transcripciéon mediado por los nutrientes. Otro aspecto central en nuestro estudio es el
control de la actividad termogénica de la grasa parda mediada por nutrientes. En este
sentido, existen evidencias experimentales que muestran que la sobreexpresién de
FoxO1 en el TAP, induce un mejoramiento en la tolerancia a la glucosa y sensibilidad a
la insulina en ratones alimentados con dieta alta en grasa [56]. Ademas, esto se
acompafia con un aumento en la expresién de PGCla, un regulador clave de la funcién
mitocondrial [56, 83]. Eso coincide con nuestros resultados, al observar que en los
ratones del grupo HFR, muestran un nivel de amplitud de la temperatura corporal
superior al de los ratones HF, y similar al de los ratones del grupo SD (Figuras 15A, By
C). Ademads, nuestros resultados muestran que, en el grupo HFR, tanto las proteinas
desacopladora UCP 1y 3, asi como el coregulador transcripcional Ppargcla (Figura. 24E,
G y D), recuperan el patréon de expresién observado en el grupo SD. Esto indica que la
DTR promueve una recuperacidon de la expresién de genes clave en la termogénesis,
misma que esta ligada a un mayor gasto energético. Interesantemente, durante el
proceso de diferenciacién de los adipocitos pardos, FoxO1 regula la expresién de las
UCPs (UCP 1, 2 y 3) al interaccionar con el factor de transcripcion EB (Tfeb), que es un

mediador de la expresion de UCP1, UCP2 y UCP3 en adipocitos [55].
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Si bien, aun no existen conocimientos de como las proteinas Fox podrian participar en
el control circadiano de la termogénesis, nuestro estudio de promotores de genes
circadianos, por un lado nos confirma el papel directo de FoxO1 en el control de genes
termogénicos y por otro lado, los otros dos miembros identificados de la familia, (FoxA2
y FoxN2), ambos participan en el control transcripcional de PGC1A, regulador clave en
la funcién mitocondrial, organelo responsable de la transformacién de energia quimica

en energia térmica en la grasa parda [84].

Nuestros resultados indican que de manera semejante a lo que sucede en higado [35,
40, 85], los nutrientes también actian como zeitgebers en el TAP. Sin embargo,
probablemente exista un grupo de genes que no necesariamente estan controlados por
el reloj circadiano, pero cuyos niveles de expresién podrian estar modificados en
respuesta a la restriccion temporal del alimento y que podrian estar jugando un papel
importante en los efectos benéficos de la restricciéon temporal de alimento. Por ello,
decidimos explorar ademas de los genes controlados por el reloj, los genes no oscilantes
gue cambiaron sus niveles de expresién por la dieta en cada uno de los seis ZTs
estudiados. De manera importante, al comparar los grupos ad-libitum (SD vs HF), los
genes que cambian su nivel de expresiéon de manera significativa se reparten entre la
noche y el dia y de manera mas acentuada en los ZT16, ZTO y ZT4 (Figura 25 A). En
contraste, cuando se compararon los transcriptomas entre los grupos HFR y HF,
observamos que la mayor parte de los genes cambian durante un periodo especifico de
la noche (periodo obscuro), en particular a ZT16 (Figura 25B). Es decir, la restriccion
temporal de alimento provoca cambios en la expresidon de genes de menara dramdtica,
precisamente durante el periodo en el cual los ratones se encuentran alimentandose. Al
evaluar las funciones bioldgicas, vias de sefializacion y metabdlicas alteradas en cada ZT,
encontramos que hay vias estadisticamente enriquecidas durante periodos especificos
del dia. En particular, cuando comparamos entre los grupos ad-libitum (SDvsHF), las vias
identificadas se distribuyen a lo largo del dia, hacia el inicio del periodo obscuro y
durante la primera mitad del periodo de luz. Interesantemente, cuando comparamos
entre HFRvsHF las diferencias transcriptémicas enriquecen vias practicamente al inicio
del periodo obscuro (ZT12-ZT16) e inicio del ciclo claro (ZTO) y en contraste con la

comparacion entre SD y HF, se observa una segregacion temporal entre las vias

60



anabdlicas y catabdlicas (Figura 24 D). En este sentido, las vias enriquecidas mas
importantes son mTOR signaling pathway, insulin signaling pathway, PI3K/AKT signaling
pathway y AMPK signaling pathway. Notoriamente, la via de AMPK es catabdlica, y las
otras dos vias son anabdlicas. Asi, cuando analizamos las vias significativamente
enriquecidas que fueron alteradas en los dos grupos ad-libitum (SD vs HF) observamos
que tanto la via del mTOR como la via AMPK se encuentra alterada durante la primera
parte del periodo obscuro (ZT4). Aunque es evidente que el grupo SD muestra mucho
mejores condiciones metabdlicas que el grupo HF, esto es puede ser debido
principalmente al reducido aporte caldrico. Sin embargo, cuando comparamos la
distribucién de las vias metabdlicas y de sefializacion alteradas entre los grupos HFR y
HF, observamos que las vias mTOR y AMPK cuya funcién es (anabolismo y catabolismo
respectivamente) se separan temporalmente y quedan distribuidas precisamente,
cuando son requeridas en el transcurso del dia. En particular, la via mTOR muestra
diferencias entre el grupo HFR y el HF, a ZT 12 que es cuando los ratones del grupo HFR
inician su alimentacién. En este sentido, mTOR promueve vias anabdlicas como la
adipogénesis en respuesta a estimulos de insulina y en higado promueve
gluconeogénesis [86]. Por otro lado, AMPK la cual es importante en el catabolismo,
controla el metabolismo de acidos grasos, promoviendo el consumo de esta fuente de
energia [87]. AMPK, esta representada en el ZT12, coincidiendo con el inicio de la
alimentacidn de los ratones HFR. Recordando que las variables a tomar en cuenta son el
horario y el tipo de alimentacién, podemos decir que con los nutrientes estamos
forzando una a las vias metabdlicas a responder de acuerdo con el periodo de
alimentacion, en el caso del grupo HFR, por el contrario, con los grupos alimentados ad-
libitum no existe esta diferenciacion ya que los animales se alimentan durante un
periodo mas prolongado y sin distincién entre dia y noche alterando el ciclo fisioldgico
de ayuno. Esto es muy revelador en el contexto social. Como ya se ha mencionado en la
introduccidn, estudios epidemioldgicos y experimentales sugieren que uno de los
factores que han participado en el aumento en la prevalencia de enfermedades
metabdlicas son ciertos habitos que pueden alterar los ritmos circadianos, reflejados en
los estilos de vida modernos. Estos habitos incluyen los trabajos nocturnos, los viajes
transmeridionales, la luz artificial, las actividades nocturnas que incluyen los periodos

de alimentacién.
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Como vimos anteriormente, los nutrientes actian como sincronizadores de los relojes
periféricos, el mecanismo por el cual modulan la actividad del reloj molecular es a través
de los sensores nutricionales que incluyen a AMPK, AKT etc. (72, 73, 79, 88). Por ejemplo,
AMPK fosforila a CRY con la subsecuente salida de CRY del nucleo y su degradacion
proteosomal[88]. Este evento tiene lugar cuando AMPK se encuentra activada por un
aumento de AMP por consecuencia de una disminucion de los niveles celulares ATP o
un déficit energético [88]. Ademas, AMPK también fosforila a la proteina Caseina cinasa
1, que es un represor de PER [88] provocando la exclusién de PER del nicleo y su
posterior degradacion cuando hay ausencia de nutrientes. En este sentido, nuestros
resultados muestran que la via de AMPK se enriquece en ZT0O al comparar HFRvsHF,
horario donde se retira el alimento a los ratones HFR, es decir, el momento del dia donde
el empieza el periodo de ayuno y termina el periodo de alimentacidn, favoreciendo la
actividad de AMPK por el aumento de ADP y disminucidn de ATP. Por el contrario, AKT,
que se ve enriquecido en el ZT12, coincide con el inicio de la alimentacién y la activacion
de las vias anabdlicas como la via de PI3K/AKT y mTOR. Ademds, AKT también es capaz
de modular al reloj circadiano. AKT es un represor tanto de BMAL1 como de CLOCK, pues
la fosforilacién de AKT provoca la expulsién de CLOCK y BMAL1 del nucleo para su
degradacion [72, 73]. En este sentido, la dieta restringida temporalmente optimiza el
metabolismo debido al ciclo de ayuno/alimentaciéon impuesto de 12 c/u. Separando por
12 horas las vias anabdlicas y catabdlicas. Esto podria explicarse porque, los nutrientes
y en especifico los ciclos de ayuno/alimentacién, modulan la actividad de los sensores
nutricionales y éstos a su vez, tienen la capacidad de interactuar con el reloj molecular
del TAP, reestableciendo la oscilacién de los genes clave del reloj molecular, que tienen
bajo su cargo la expresion de una amplia gama de genes, entre ellos factores de
transcripcién como FOX1, FOXN2, PPARA, CREM etc., que controlan la transcripcién de
una gran cantidad de genes que participan en el control del balance energético en el

TAP como el metabolismo de lipidos y genes relacionados con la termogénesis.
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8.Conclusiones.

Colectivamente, nuestros resultados sugieren un mecanismo que regula el balance
energético en el TAP, en respuesta a la restriccion temporal de alimento. En este
modelo, en primer lugar, los sensores nutricionales detectan los cambios circadianos de
los periodos de ayuno/alimentacién de 12 horas cada uno, que actlian como zeitgebers
nutricionales. Estos sensores nutricionales como AMPK, AKT, SIRT1, a su vez, controlan
la actividad de distintas proteinas clave del reloj molecular como CLOCK, BMAL1 PER,
CRY, optimizando su actividad y consecuentemente el reloj molecular sincronizado por
los nutrientes regula la expresién circadiana de cientos de genes controlados por el reloj
o CCGs. Entre estos genes se encuentran tanto genes efectores (enzimas, receptores,
etc) asi como factores de transcripcién (FoxO1, Foxn2, Ppara). Estos ultimos, a su vez
participan en el control de la expresion de genes importantes en las vias de sefializacién
implicadas en la modulacién del metabolismo, que en consecuencia optimizan el control
del metabolismo mediante una segregacién temporal de las vias anabdlicas y catabdlicas

en funcion de los requerimientos nutricionales/energéticos del organismo.
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9.Perspectivas.

El trabajo experimental se enfocard en corroborar con lados de expresién de los
microarreglos con datos de expresidn obtenidos por PCR, enfocandonos en genes clave
del reloj como Clock, Arntl Per y Cry, genes vistos en las vias de sefializacion y factores
de transcripcién como Foxol, Foxn2 y Foxa2.

Se realizardn experimentos de Western Blot para mediar la cantidad de proteina, asi
como la fosforilacion de las proteinas clave en las vias de PI3K/AKT y mTOR.

Se realizardn mediciones de Insulina en suero, asi como cortes histoldgicos del TAP para
analizar su morfologia.

El trabajo de tesis se complementard estudios mas sofisticados como
inmunoprecipitacion de la cromatina, para asi verificar que los factores de transcripcion
Foxol, Foxn2 y Foxa2 son posibles blancos del Dimero CLOCK:BMAL1, pues no hay
reportes de que los factores Foxol, Foxn2 y Foxa2 sean considerados como genes
controlados por el reloj en el TAP.

Por ultimo, el trabajo se enfocara al nucleo ventromedial del hipotdlamo VMH, mediante
un andlisis transcripcional, evaluaremos la expresién circadiana del VMH, observaremos
si la dieta alta en grasa ad libitum y con restriccion de 12 horas afecta el transcriptoma
circadiano del VMH vy si esas alteraciones tienen relacion con tejidos periféricos, en
especifico con el TAP, para poder correlacionar los resultados vistos en el TAP con los
gue obtendremos del VMH.
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