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I. Resumen 

Las enfermedades metabólicas, como la obesidad, la diabetes tipo 2 y el síndrome metabólico, 

se han convertido en un creciente problema de salud. Con el objetivo de tratar y prevenir estos 

padecimientos y las complicaciones a las que predisponen se han implementado e investigado 

intervenciones como la alimentación restringida en el tiempo. Esta dieta consiste en el consumo de 

alimentos en ventanas de 4-12 horas durante el día y sin implicar una reducción en la ingesta calórica. 

Esta intervención en la alimentación mejora los rasgos metabólicos asociados con enfermedades 

metabólicas. 

Una propiedad biológica que respalda y explica una regulación positiva del metabolismo 

debido al tiempo de ingesta de los alimentos es la ritmicidad circadiana. Se ha demostrado que las 

señales nutricionales, entendidas tanto por la composición de la dieta como el horario de la ingesta, 

interactúan estrechamente con los ritmos circadianos. Esto es especialmente cierto para tejidos 

metabólicos, por ejemplo, el tejido adiposo blanco (por sus siglas en inglés: WAT), particularmente 

importante para el desarrollo de padecimientos metabólicos. A nivel molecular, los ritmos circadianos 

emergen por la expresión génica periódica de un determinado conjunto de genes relevantes para la 

fisiología de cada tipo celular. Los transcriptomas rítmicos son propensos a ser reprogramados por 

señales nutricionales ya sea de forma adversa (dietas obesogénicas) o benéfica (dietas restringidas 

en tiempo). Para que los eventos de reprogramación en la expresión génica ocurran, necesariamente 

hay cambios en los mecanismos que regulan la transcripción. 

 En este trabajo se generó y caracterizó un modelo en ratón de alimentación restringida en 

tiempo. Una vez establecido el modelo obtuvimos un conjunto de datos genómicos que permiten la 

exploración de mecanismos que regulan la transcripción a través de la organización tridimensional 

del genoma en el WAT. Esto se logró con el protocolo de Hi-C, que se estandarizó para WAT de 

ratones bajo paradigmas de alimentación distintos (Dieta control CD, dieta obesogénica HFD y dieta 

obesogénica restringida en tiempo tr-HFD) y a dos momentos opuestos del día (ZT4 y ZT16).  Se 

generaron un total de 12 bibliotecas de Hi-C, sin embargo, en este trabajo incluimos solo la 

comparación temporal de la estructura de la cromatina de WAT de animales alimentados con HFD a 

dos niveles de organización del genoma. 

 El primer nivel estudiado fue el de los compartimentos cromatínicos que son regiones del 

genoma lejanas de manera lineal pero que se agregan en el espacio tridimensional debido a compartir 

estados transcripcionales similares. El resultado fue que los compartimentos son en general estables 

en los dos puntos temporales de estudio y para HFD en particular.  
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El segundo nivel de organización del genoma estudiado corresponde a los dominios y 

subdominios topológicamente asociados que son estructuras en las que se organiza el genoma y 

limitan las interacciones dentro de estos dominios. Encontramos que los subdominios anidados 

muestran un comportamiento dinámico a lo largo del día y en su interior hay genes importantes en 

procesos sobre-representados en condiciones de obesidad para el tejido adiposo blanco. Estos 

procesos incluyen la inflamación y otros procesos inmunes, el metabolismo de lípidos, metabolismo 

y actividad de hormonas, el balance energético y proceso de silenciamiento post-transcripcional. 

Además, encontramos enriquecido el motivo de unión al DNA de los receptores y reguladores 

transcripcionales PPAR en los subdominios que muestran ritmicidad circadiana. Existe evidencia que 

señala la importancia de estos factores en integrar el metabolismo, la ritmicidad circadiana y la 

progresión de padecimientos metabólicos. 
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Metabolic diseases, such as obesity, type 2 diabetes, and metabolic syndrome, have become a 

growing health problem. In order to treat and prevent these conditions and the complications to 

which they predispose, interventions such as time-restricted eating have been implemented and 

investigated. This diet consists of eating food in windows of 4-12 hours during the day and without 

involving a reduction in caloric intake. This dietary intervention improves metabolic traits associated 

with metabolic diseases. 

A biological property that supports and explains a positive regulation of metabolism due to 

the timing of food intake is circadian rhythmicity. Nutritional cues, understood both by diet 

composition and timing of ingestion, have been shown to closely interact with circadian rhythms. This 

is especially true for metabolic tissues, for example, white adipose tissue (WAT), particularly important 

for the development of metabolic disorders. At the molecular level, circadian rhythms emerge from 

the periodic gene expression of a certain set of genes relevant to the physiology of each cell type. 

Rhythmic transcriptomes are prone to be reprogrammed by nutritional signals either adversely 

(obesogenic diets) or beneficially (time-restricted diets). In order to accomplish reprogramming in 

gene expression, transcriptional regulation mechanisms are needed. 

In this work we generated and characterized a time-restricted feeding mouse model, we 

obtained a set of genomic data that allows the exploration of mechanisms that regulate transcription 

through the three-dimensional organization of the genome in WAT. This was achieved with the Hi-C 

protocol, standardized here for WAT of mice under different feeding paradigms (control diet CD, 

obesogenic diet HFD, and time-restricted obesogenic diet tr-HFD) and at two opposite times of day 

(ZT4 and ZT16). A total of 12 Hi-C libraries were generated, however, in this work we included only 

the temporal comparison of chromatin structure of HFD-fed animals WAT at two levels of genome 

organization. 

The first level studied was the chromatin compartments, which are regions of the genome that 

are linearly distant but that aggregate in three-dimensional space due to sharing similar 

transcriptional states. The result was that the compartments are generally stable at the two study 

time points and for HFD in particular. 

The second level of organization of the genome studied corresponds to topologically 

associated domains and subdomains, which are structures in which the genome is organized and the 

interactions within these domains are constrained. We found that the nested subdomains show a 

dynamic behavior throughout the day and within them are important genes in over-represented 

processes in obesity conditions for white adipose tissue. These processes include inflammation and 

other immune processes, lipid metabolism, hormone metabolism and activity, energy balance, and 
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post-transcriptional silencing processes. In addition, we found an enrichment for the DNA-binding 

motif of receptors and transcriptional regulators PPARs in subdomains showing circadian rhythmicity. 

There is evidence that points to the importance of these factors in integrating metabolism, circadian 

rhythmicity and the progression of metabolic disorders. 
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II. Introducción 

1. Padecimientos metabólicos, creciente incidencia  

En los últimos años se ha observado una creciente incidencia de enfermedades metabólicas 

crónicas que muestran comorbilidad entre sí como el sobrepeso, obesidad, diabetes tipo 2 y 

síndrome metabólico1. Adicionalmente estos padecimientos  constituyen una de las principales 

causas de mortalidad a nivel mundial2, debido a las complicaciones de salud a las que predisponen 

y que a menudo se relacionan entre sí. Estas incluyen procesos inflamatorios en diversos órganos, 

alteraciones en la microbiota intestinal, cardiopatía coronaria, insuficiencia cardiaca, accidentes 

cerebrovasculares,  ciertos tipos de cáncer, complicaciones respiratorias, falla  renal, 

esteatohepatitis no alcohólica, enfermedades neurológicas y riesgos psicosociales3. 

En el contexto de México también existe una prevalencia considerable de padecimientos 

metabólicos. Datos de la población mexicana durante el año 2021 del Instituto Nacional de Salud 

Pública (INSP)4 indican que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en población adulta, de 20 

años o más, fue del 72.4%. Mientras que la prevalencia de diabetes en población adulta fue de 

15.8%. Estos datos remarcan la importancia de investigaciones orientadas a comprender este tipo 

de padecimientos en nuestro país.   

Generalmente se acepta que las principales causas de los padecimientos metabólicos yacen 

en malos hábitos alimenticios, como la sobrenutrición a partir de alimentos hipercalóricos y 

altamente procesados5, así como estilos de vida sedentarios6. Sin embargo, es necesaria una 

comprensión más profunda y que considere de manera más completa la biología que subyace el 

desarrollo de dichas enfermedades, así como de las estrategias para prevenirlas y tratarlas. 

2. Plasticidad del tejido adiposo blanco en la salud y en el desarrollo de padecimientos 

metabólicos  

La creciente incidencia de los padecimientos metabólicos ha dirigido la atención al estudio 

del tejido adiposo blanco (WAT; por sus siglas en inglés), ya que es un órgano complejo que tiene 

un papel preponderante en la regulación e integración del metabolismo energético de todo el 

organismo, tanto en homeostasis como en el desarrollo de dichas enfermedades7-9. El tejido 

adiposo regula funciones como la homeostasis energética balanceando, de acuerdo con las 

necesidades del organismo, los procesos opuestos de lipogénesis (asimilación y síntesis de ácidos 
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grasos y triglicéridos, cuando el consumo energético excede al gasto energético) y lipolisis (el 

catabolismo y liberación de glicerol y ácidos grasos, cuando el gasto energético supera al 

consumo)9. A su vez, las moléculas liberadas durante este proceso participan en el metabolismo 

de otros tejidos10. El tejido adiposo blanco también ejerce una función endócrina esencial al 

secretar adipocinas que funcionan como hormonas o citocinas y que regulan procesos como la 

ingesta de alimento (por ejemplo, Leptina), la sensibilidad o resistencia a la insulina (por ejemplo, 

adiponectina, resistina, RBP4, lipocalina) y la respuesta inmune (por ejemplo, TNF-α, IL-6, IL-1β, 

IL-8, IL-18, sFRP5)11. 

En condiciones de obesidad ocurre una serie de alteraciones en el tejido adiposo blanco 

que en conjunto definen la pato-fisiología del propio tejido y del organismo (Figura 1). La 

alteración más evidente es un aumento en masa del tejido adiposo, se debe a que los adipocitos 

incrementan su tamaño al almacenar más grasa en respuesta a un desbalance energético, a este 

fenómeno se le ha denominado hipertrofia, y está fuertemente implicado en el desarrollo de las 

complicaciones metabólicas asociadas a la obesidad como mayores niveles de inflamación en tejido 

adiposo, fibrosis e hipoxia7,12. Por el contrario la hiperplasia, proceso por el cual la expansión del 

tejido se da por un aumento en el número de células, se ha asociado a una respuesta plástica que 

protege contra efectos adversos metabólicos13. Sin embargo, se requieren más estudios para 

determinar los diferentes mecanismos biológicos que promuevan uno u otro proceso en un 

contexto patológico. 

Las alteraciones adversas en la fisiología del tejido adiposo durante el desarrollo de 

padecimientos metabólicos incluyen: (1) la activación de una respuesta inflamatoria crónica y 

sistémica14,15, (2) la infiltración de macrófagos al tejido adiposo blanco y su activación a un estado 

pro inflamatorio16 asociado también a procesos de muerte celular en adipocitos17, (3) alteraciones 

en los niveles de citocinas de manera  local, en el tejido adiposo,  y/o en circulación sistémica, 

siendo el caso de altos niveles de TNF-α18, CRP,TGF e interleucinas proinflamatorias19,20, bajos 

niveles de adiponectina21,22, alteraciones en señalización mediada por leptina23 y (4) alteraciones 

en el metabolismo de lípidos que resultan en una tasa de recambio de lípidos disminuida con una 

24. 

En conjunto estas alteraciones conducen a una disfunción en el tejido adiposo cuya 

consecuencia son las complicaciones que caracterizan a los padecimientos metabólicos.  Es por 

ello que estudios de los mecanismos responsables de dicha disfunción del tejido adiposo son 

sumamente importantes para desarrollar estrategias terapéuticas en contra de la creciente 
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incidencia de enfermedades metabólicas. En ese sentido es igualmente importante explorar y 

entender el efecto de intervenciones en el estilo de vida que han probado ser eficaces para la 

prevención y tratamiento de dichos padecimientos. 

 

Figura 1. Respuestas del tejido adiposo blanco ante condiciones obesogénicas (exceso calórico). Se 

esquematizan los diferentes procesos que ocurren en el tejido adiposo que definen su disfunción y 

conducen a efectos sistémicos adversos en los padecimientos metabólicos. Revisado en: 7-9. 

 

3. Dieta restringida en tiempo en el tratamiento y prevención de padecimientos 

metabólicos 

La mayoría de estrategias para prevenir y tratar los padecimientos metabólicos se han 

centrado en una disminución de las calorías consumidas en la dieta6, sin embargo, un creciente 

número de evidencias apuntan a que no sólo es importante qué comemos sino también cuándo lo 

comemos. El riesgo de padecer obesidad y diabetes tipo 2 aumenta tanto por hábitos de 

alimentación principalmente nocturna (siendo el caso de las trabajadoras y los trabajadores de 

turnos nocturnos)25,26, como por hábitos de alimentación errática en ventanas de tiempo que 

pueden llegar a extenderse hasta alrededor de 18 horas27,28. Es por ello que una intervención que 
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ha mostrado ser muy prometedora para el tratamiento y prevención de padecimientos metabólicos 

es la dieta restringida en tiempo (por sus siglas en inglés: TRE al referirse a humanos, y TRF para 

modelos animales) aún ante los retos nutricionales inherentes de una alimentación típica occidental 

(alta en grasas y carbohidratos, particularmente azúcares refinados). Las dietas TRE y TRF consisten 

en el consumo de alimentos en ventanas de 4-12 horas durante la fase activa de las 24 horas y sin 

implicar una reducción en la ingesta calórica29. 

La administración de una dieta restringida en tiempo mejora considerablemente 

parámetros metabólicos en pacientes con enfermedades metabólicas (Figura 2). Estas mejoras 

incluyen:  Disminución en el peso y contenido de grasa corporal, disminución en la resistencia a la 

insulina, mejor tolerancia a la glucosa, disminución de la presión sanguínea, disminución en 

indicadores de estrés oxidativo y de inflamación30-32. De igual forma, se han observado mejoras 

metabólicas en modelos murinos de obesidad inducida por la dieta33-36. 

Pese a ser una intervención relativamente sencilla; la biología detrás de los beneficios 

metabólicos de la restricción temporal de la alimentación es muy compleja, ya que involucra un 

gran número de procesos biológicos a diferentes escalas, desde la organísmica, celular, la 

molecular y epigenética. Un fenómeno biológico que impacta directamente todos estos aspectos 

y explica de manera fundamental la regulación del metabolismo debido al tiempo de alimentación 

son los ritmos circadianos. 

 

 

Figura 2. Beneficios metabólicos alcanzados con la dieta restringida en tiempo. Se enlistan una serie 

de procesos metabólicos que disminuyen o aumentan a través de la intervención en la dieta. Estos procesos 

se oponen a lo que ocurre durante los padecimientos metabólicos. Revisado en 30,33 
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4. Ritmos circadianos en la salud y en la enfermedad 

El movimiento de rotación de la tierra tiene como consecuencia fluctuaciones en el 

ambiente, por ejemplo, ciclos de luz y oscuridad así como fluctuaciones en la temperatura entre 

otras, con una periodicidad cercana a las 24 horas.  

Los seres vivos, así como los procesos biológicos que forman parte de su fisiología han 

evolucionado bajo estas condiciones oscilantes, por lo tanto, los organismos han desarrollado 

ritmos biológicos que les permiten sincronizarse diariamente con el ambiente mediante señales 

externas como la luz, denominadas Zeitgebers (palabra alemana que significa: Dador de tiempo). 

De esta forma los organismos se han adaptado y pueden anticiparse a las fluctuaciones periódicas 

en el ambiente. 

 A estas oscilaciones se les han denominado ritmos circadianos37. La palabra circadiano 

tiene un origen etimológico en el latín circa diem, que significa: Alrededor de un día. En el caso de 

los mamíferos podemos encontrar ritmos en los ciclos de sueño/vigilia, de ayuno/alimentación, en 

la concentración de hormonas circulantes, en el metabolismo tejido-específico y en la expresión de 

genes38, por destacar algunos procesos biológicos. 

Los ritmos circadianos, además de ser sincronizados por señales externas, son 

autosuficientes y endógenos39. Autosuficientes se refiere a que las oscilaciones continuarán aún 

en ausencia del Zeitgeber, cuya función es sólo la de sincronizar las oscilaciones con el medio 

ambiente, ya que la ritmicidad ocurre de manera autosustentada por el organismo. Ser endógenos 

se refiere a que estas oscilaciones se desencadenan fisiológicamente de manera independiente a 

las señales externas. 

En el campo de estudio circadiano el tiempo se mide a partir de la incidencia de la señal 

sincronizadora o Zeitgeber. Las unidades de tiempo son típicamente horas y se denominan ZT 

(siglas para Zeitgeber Time), por ejemplo, el ZT0 es el momento en que se encienden las luces y 

ZT12 al momento que estas se apagan en un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. 

Dado que los ritmos circadianos se tratan de fenómenos cíclicos es posible modelar 

matemáticamente su comportamiento y describir una serie de características inherentes a su 

naturaleza oscilatoria40. Estas características son el periodo, la amplitud y la fase. El periodo es el 

tiempo transcurrido para que un evento o medición dada de este vuelva a ocurrir, al tratarse de 

fenómenos circadianos el periodo es cercano a las 24 horas. La amplitud es la diferencia entre los 
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valores máximos y los valores mínimos medidos del fenómeno circadiano. Por último, la fase se 

refiere al punto temporal de referencia en relación con el fenómeno circadiano, por ejemplo, al ZT 

en el que la medición del fenómeno circadiano alcanza su valor máximo se conoce como acrofase 

y al del valor mínimo nadir.  

 

4.1. Las señales nutricionales sincronizan a los relojes periféricos. 

De manera fisiológica, el sistema circadiano de los mamíferos se encuentra organizado 

como una red jerárquica. El reloj central es el núcleo supraquiasmático (por sus siglas en inglés, 

SCN). El SCN recibe impulsos nerviosos desde la retina en respuesta a la luz y sincroniza al resto 

de tejidos u osciladores periféricos mediante diversos mecanismos neuroendocrinos41. La sincronía 

entre el organismo y su ambiente, así como entre el reloj central y los osciladores periféricos es 

importante para sostener la homeostasis del metabolismo y el balance energético42. Por otro lado, 

la desincronización circadiana está asociada a diversos padecimientos como trastornos de sueño, 

desórdenes psiquiátricos, enfermedades cardiovasculares, cáncer, y de manera relevante para el 

presente proyecto padecimientos metabólicos crónicos como obesidad, diabetes tipo 2 y síndrome 

metabólico43. 

El metabolismo y la señalización asociados con la alimentación se encuentran bajo una 

fuerte regulación circadiana. Por ejemplo las hormonas que orquestan la homeostasis energética 

como la insulina44-46, glucagón44, leptina47, grelina48, la hormona adrenocorticotrópica y el 

cortisol49, muestran robustas oscilaciones circadianas. En el caso de hormonas con funciones 

antagónicas su secreción se encuentra en antifase una de la otra, por ejemplo, la insulina y el 

glucagón, que controlan la homeostasis en el metabolismo de glucosa. La insulina se secreta en 

mayor cantidad durante la fase de vigilia y alimentación en la que hay una mayor cantidad de 

glucosa circulante proveniente de la alimentación, por lo que favorece que las células de órganos 

sensibles a esta hormona internalicen la glucosa. Por el contrario, el glucagón se secreta durante 

la fase de sueño y ayuno, su función es la de mantener los niveles de glucosa circulante en 

homeostasis para satisfacer las necesidades energéticas del organismo50. 

Un creciente número de evidencias apuntan a que órganos periféricos importantes en el 

metabolismo son muy sensibles a los ciclos de ayuno/alimentación y son sincronizados (o 

desincronizados, si la señal se da en un tiempo atípico o de forma arrítmica) de manera muy 

importante a través de la dieta y la disponibilidad de nutrientes51,52 (Figura 3). Esta sincronización 
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sucede de manera independiente y desacoplada a la sincronización mediada por la luz que ocurre 

a través del SCN 53-56. Una evidencia contundente de este fenómeno se observa cuando se restringe 

el acceso a la dieta a la fase de descanso, en donde la ritmicidad de procesos asociados al 

metabolismo en órganos periféricos muestra un corrimiento de fase para estar en sincronía con el 

nuevo esquema de alimentación impuesto53,57 

Además del tiempo de la alimentación, el contenido nutricional también tiene un impacto 

en la ritmicidad circadiana. Se han descrito alteraciones en las características de los ritmos 

circadianos como consecuencia de la alimentación con dietas altas en grasa. Por ejemplo se ha 

descrito un alargamiento del periodo y una disminución en la amplitud de ritmos en el 

comportamiento locomotor y de la ingesta de alimento, la disminución en la amplitud ocurre como 

consecuencia de un aumento de estos comportamientos durante la fase de descanso58. De manera 

muy interesante, se ha observado que otra consecuencia de las dietas altas en grasa es promover 

una pérdida de coherencia entre los metabolomas de diversos  tejidos con respecto a la condición 

de dieta normocalórica59, lo cual puede interpretarse como una desincronización y reprogramación 

circadiana a nivel de todo el organismo inducidas por la dieta y asociadas estrechamente con 

disrupciones metabólicas.  
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Figura 3. Red jerárquica de osciladores. Se muestra el SCN, referido como reloj central que es 

directamente sincronizado por la luz, así como diversos tejidos metabólicos que pueden ser sincronizados 

directamente por señales nutricionales adicional a la sincronización neuroendocrina mediante el SCN. Se 

enlistan los procesos que presentan oscilaciones circadianas para cada tejido. Modificado de 46. 
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Dado que tejidos periféricos y metabólicamente activos, como WAT, hígado, músculo, 

corazón, intestino y cerebro son muy sensibles a los ciclos de ayuno/alimentación no es de 

extrañarse que sea en estos tejidos donde se han descrito un mayor número de beneficios debido 

a la dieta restringida en tiempo ante condiciones de obesidad60 (Figura 4). Estos beneficios 

descritos exponen el potencial de esta intervención en revertir los efectos adversos impulsados en 

padecimientos metabólicos en diferentes tejidos y como consecuencia en la salud integral del 

organismo.  

 

Figura 4. Beneficios o adaptaciones benéficas descritas para diferentes órganos o tejidos alcanzadas 

gracias a la alimentación restringida en tiempo. Las observaciones provienen de diferentes estudios y 

diferentes modelos de estudio. Abreviaturas: ROS: Especies reactivas de oxígeno, UCP: Proteína 

desacoplante. Tomado de 60. 
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De manera notable en el tejido adiposo existe toda una serie de beneficios alcanzados con 

la dieta restringida en tiempo que contrarrestan la progresión y las complicaciones asociadas a 

padecimientos metabólicos. Estos beneficios incluyen: una reducción en la masa del tejido adiposo, 

manteniendo la masa muscular, un menor tamaño de los adipocitos indicando menores niveles de 

hipertrofia y menores niveles de marcadores de inflamación como citocinas o macrófagos 

infiltrados en el tejido33,34,61. Cabe destacar que estos beneficios en el tejido adiposo no se limitan 

a este tejido, sino que deben repercutir en otros órganos y a nivel sistémico. Esto se debe a la 

importante actividad de señalización endócrina que ejerce el tejido y su relevancia en contextos 

de obesidad. 

En conjunto, todos estos hallazgos exponen la relevancia de señales nutricionales 

(entendiéndose tanto el contenido nutricional como el tiempo de alimentación) como Zeitgebers 

que refuerzan la ritmicidad circadiana y definen el estado de salud metabólico, siempre y cuando 

se den en sincronía apropiada y de manera estable, como es el caso de la dieta restringida en 

tiempo. Adicionalmente, al reconocer el papel preponderante del tejido adiposo blanco al regular 

el balance energético de todo el organismo, así como en el desarrollo de la obesidad y sus 

complicaciones resulta pertinente el estudiar a detalle los efectos de la dieta restringida en tiempo 

en el WAT.  

 

4.2. Reloj molecular y Genes Controlados por el Reloj 

A nivel de células individuales, la ritmicidad circadiana se sostiene por un reloj molecular 

que consiste en un conjunto de asas de retroalimentación en la transcripción y traducción de 

factores transcripcionales (Figura 5). Estos factores activan o reprimen la transcripción de genes 

rítmicos, denominados genes controlados por el reloj (por sus siglas en inglés, CCG)62. 

En mamíferos la principal asa de retroalimentación está dada por las proteínas CLOCK y 

BMAL1 que forman un heterodímero que se une a elementos reguladores del genoma que contienen 

su motivo de unión, llamados E-boxes. Estos factores activan la transcripción de los CCG, entre los 

que se encuentran Per1/2/3 y Cry1/2/363. Estos genes se transcriben, se traducen y las proteínas 

PER y CRY forman un heterodímero que se transloca al núcleo y, mediante interacciones proteína-

proteína, inhiben la actividad del heterodímero CLOCK/BMAL1, deteniendo su propia transcripción 

junto con la de los demás CCG. Al descender la expresión de Per y Cry, disminuye también la 

abundancia de las proteínas PER y CRY, por lo que el heterodímero CLOCK/BMAL1 es desinhibido 
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y el ciclo vuelve a iniciar. El tiempo en el que ocurre este mecanismo es cercano a las 24 horas63. 

Además, existe otra asa de retroalimentación mediada por un par de factores nucleares que son 

rítmicos y tienen funciones antagónicas; RORα/β/γ (que funciona como activador de la 

transcripción) y REV-ERBα/β (que es un represor transcripcional). ROR y REV-ERB compiten por el 

mismo motivo de unión en regiones regulatorias, llamado RORE, que puede encontrarse por ejemplo 

en el promotor de Arntl163, gen codificante de BMAL. La interrelación de estos mecanismos junto 

con otros no mencionados en este texto modulan el reloj molecular y aumentan la complejidad de 

su regulación, permitiendo que existan genes rítmicos con picos de expresión a diferentes 

momentos del día, dependiendo de la combinación de factores presentes en los promotores y 

enhancers que regulan la expresión de CCG64. Se han descrito transcriptomas rítmicos en diversos 

tejidos65, siendo el hígado el que muestra el mayor número de genes rítmicos, razón fundamental 

de que mucho de lo  que se conoce acerca de ritmicidad circadiana a nivel molecular se ha limitado 

a este órgano. 

 

Figura 5. El reloj molecular. Esquematización de las principales asas de retroalimentación que 

constituyen el reloj molecular y explicadas en el texto. Tomado de 66. 
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4.3. Reprogramación de transcriptomas rítmicos inducida por la dieta 

La estrecha comunicación entre el metabolismo y los ritmos circadianos se hace muy 

evidente a nivel molecular ya que muchos de los CCG son genes que codifican para enzimas 

limitantes en diversas vías metabólicas y para proteínas que actúan como sensores de nutrientes 

en una manera tejido-específica67,68. Como resultado, existe una compartimentación temporal del 

metabolismo en homeostasis y su perturbación en condiciones patológicas. Se ha caracterizado 

también que mutaciones en factores del reloj molecular predisponen al desarrollo de patologías 

metabólicas como obesidad y síndrome metabólico69-71. 

El estado metabólico a su vez ejerce una importante regulación sobre los transcriptomas 

circadianos. Por ejemplo, la dieta alta en grasa reprograma el transcriptoma rítmico del hígado, es 

decir, que algunos genes pierden ritmicidad mientras que otro conjunto de genes que no eran 

rítmicos adquieren oscilaciones en adaptación a la dieta alta en grasa72. De manera interesante 

ocurre lo mismo con enhancers, cuya actividad se ve reprogramada en respuesta a obesidad 

inducida por la dieta73. En el caso del tejido adiposo el consumo de dietas altas en grasa ha 

mostrado una disminución en las amplitudes de genes circadianos 58,74. 

Previamente se ha descrito que los paradigmas de restricción temporal de la dieta 

robustecen la expresión de genes e incluso fomentan la expresión rítmica de nuevos genes en 

hígado51. Esta robustez está presente aún ante retos  nutricionales como la dieta alta en grasa y 

produce el descenso de genes relacionados en la señalización  proinflamatoria en tejido adiposo 

blanco33. En este mismo tejido se ha demostrado que el reloj molecular es esencial para alcanzar 

los beneficios de la dieta restringida en tiempo al robustecer la ritmicidad de procesos como el 

metabolismo de lípidos y proceso termogénicos que contribuyen a la homeostasis energética75. 

Un estudio sobresaliente analizó la expresión de genes bajo un paradigma de alimentación 

obesogénica restringida en tiempo (durante 9 horas, del ZT13 al ZT22) para 22 tejidos y regiones 

del cerebro con muestreos a una resolución temporal de cada 2h en un ciclo de 24 horas76. En él 

se encontró que alrededor del 80% de todos los genes del genoma del ratón se encuentran 

diferencialmente expresados o son rítmicos en el esquema de TRF para al menos un tejido 

analizado. La intervención alimenticia, en comparación con la condición ad libitum, aumentó la 

ritmicidad en la expresión global de genes y, además promovió una adaptación a la dieta que 

impulsa la sincronía entre tejidos para la compartimentación temporal de procesos catabólicos y 

anabólicos, cualidad previamente descrita como benéfica para la salud metabólica del 

organismo77,78.  
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 Al disponer de la información de expresión circadiana de los diferentes tejidos es posible 

realizar una anotación funcional de los genes diferencialmente expresados en TRF tanto tejido 

específico como multi-tejido. En este sentido procesos como la inflamación, el estrés oxidativo y 

el metabolismo de glicerolípidos se ven disminuidos mientras que procesos asociados a la 

transcripción y traducción aumentan su amplitud circadiana, lo cual correlaciona con la robustez 

en las oscilaciones circadianas de genes adquirida por la intervención alimenticia. Además, existen 

procesos que adquieren oscilaciones como la autofagia, el metabolismo de lípidos, la regulación 

del ciclo celular y las funciones mitocondriales. (Figura 6). De manera relevante para este proyecto, 

los tejidos adiposos fueron los que mostraron un mayor número de genes diferenciales (34%-

46%), demostrando la sensibilidad y plasticidad de estos tejidos ante señales nutricionales. Las 

vías sobre reguladas para el tejido adiposo blanco incluyen el metabolismo de glucosa (glucólisis 

y metabolismo de piruvato), el metabolismo de ácidos grasos, el catabolismo de aminoácidos de 

cadena ramificada, el ciclo del ácido tricarboxílico, la fosforilación oxidativa y organización 

mitocondrial, mientras que las vías reguladas a la baja tienen que ver con activación inmune, 

señalización inflamatoria y regulación del ciclo celular. 

 

Figura 6. Panorama transcripcional diurno de la respuesta multi-tejido ante la restricción temporal 

de la alimentación. Los arcos esquematizan las correlaciones en la expresión temporal de genes entre los 
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diferentes tejidos. Se enlistan procesos adversos que disminuyen bajo la alimentación restringida en tiempo 

así como procesos benéficos que aumentan o sus oscilaciones circadianas se ven robustecidas con la 

intervención alimenticia. Tomado de76 

 

Los cambios transcripcionales en respuesta a señales nutricionales descritos, y los que 

hacen falta por describir, se producen como resultado de mecanismos que regulan la expresión 

génica. La regulación por medio de mecanismos epigenéticos explica de manera importante cómo 

es que se logra integrar las señales del ambiente (en este caso la dieta), el metabolismo y la 

expresión rítmica de genes, tanto en la homeostasis como en la enfermedad. 

 

 

5. Transiciones en la cromatina en el contexto circadiano y ante señales nutricionales 

El sustrato de los procesos epigenéticos que regulan la expresión de los genes es la fibra 

de cromatina, que también experimenta oscilaciones circadianas en la ocupación y activación de 

factores transcripcionales y modificaciones postraduccionales de histonas. También, como se ha 

descrito de manera más reciente, la organización tridimensional del genoma tiene una función 

relevante en la regulación trascripcional de genes rítmicos79,80. 

5.1. Regulación epigénetica, ritmicidad circadiana y metabolismo 

La interacción entre factores del reloj molecular con reguladores epigenéticos ha sido 

bastante estudiada (Figura 7). Se ha descrito por ejemplo que el heterodímero CLOCK/BMAL1 

interactúa con las acetiltransferasas de histonas (por sus siglas en inglés, HATs) CBP, p300 y 

pCAF81,82 promoviendo un estado de cromatina transcripcionalmente activa, de hecho, se ha 

descrito que la misma proteína CLOCK tiene actividad de HAT83. El heterodímero también 

interactúa con la proteína MLL1, una metiltransferasa de histonas que deposita la marca 

H3K4me384, esta marca se encuentra presente en promotores activos. CLOCK/BMAL1 interactúan 

también con demetilasas de histonas  como KDMI (previamente nombrada LSD1)85 y KDM5a (antes 

JARID1a)86 que retiran marcas características de regiones transcripcionalmente inactivas. De 

manera similar se han identificado interacciones con complejos represores o activadores para los 

demás factores del reloj molecular como PER/CRY, REVERB y ROR80.  

Adicionalmente el metabolismo ejerce una regulación directa sobre el epigenoma debido a 

que tanto writers como erasers epigenéticos requieren como sustratos o cofactores a diferentes  
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metabolitos y por lo tanto son sensibles a fluctuaciones de los mismos87. Estos metabolitos en una 

importante medida son parte del metabolismo de macromoléculas de conforman la dieta.  

 Diversos estudios han descrito cambios epigenéticos en tejido adiposo, hígado y páncreas, 

tanto en la enfermedad como en las mejoras alcanzadas por intervenciones en la dieta, incluida la 

restricción temporal de la alimentación88. Sin embargo, estos estudios no consideran la ritmicidad 

circadiana y además se han limitado a una visión lineal del genoma. 

 

 

Figura 7. Reguladores epigenéticos asociados con los heterodímeros BMAL1/CLOCK y PER/CRY 

que modulan las transiciones entre estados de activación y de represión transcripcional. Se indican las 

modificaciones epigenéticas que regulan la actividad transcripcional, así como también los metabolitos que 

donan los grupos químicos para dichas modificaciones. Abreviaturas: SAM: S-Adenosin metionina, acetil-

CoA: acetil-Coenzima A, KDMs: Siglas para Demetilasas de lisina, HDACs: Siglas para Deacetilasas de 

histonas.  Revisado en 80,87. 
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5.2. Organización tridimensional del genoma 

En los últimos años, gracias al desarrollo de las tecnologías de captura conformacional de 

cromosomas (tecnologías 3C), se ha demostrado que la organización tridimensional del genoma 

es compleja, dinámica y complementa de manera crucial la regulación epigenética en la 

transcripción de genes. Mediante experimentos de Hi-C89 en los que es posible evaluar las 

interacciones entre todo el genoma se ha elucidado una estructuración del genoma a múltiples 

escalas90 (Figura 8). La manera en que los datos de Hi-C son representados es a través de matrices 

de interacción en las que se grafica la misma región genómica tanto en el eje x como en el eje y, 

por ejemplo, un cromosoma completo. En el punto donde se intersectan dos regiones de dicho 

cromosoma se asigna un color que denota la frecuencia de interacción entre esas dos regiones, a 

mayor frecuencia de interacción es mayor la intensidad del color. Es por esa razón que la diagonal 

siempre muestra una alta intensidad y frecuentemente las matrices se presentan de la diagonal 

hacia arriba, ya que ambas mitades son simétricas. 

 

 

 

 

Figura 8. Matriz de contactos de datos 

de Hi-C ejemplo en la que muestran los 

contactos entre las diferentes regiones del 

cromosoma 2 de ratón. Las regiones rojas 

corresponden a regiones que interactúan con 

mayor frecuencia entre sí pese a estar lejanas 

hasta por una centena de megabases. 

 

Al igual que para un mapa de una ciudad es posible irse acercando en las matrices de 

contactos de Hi-C, revelando diferentes niveles de organización tridimensional del genoma (Figura 

9). En la escala de mayor tamaño se observa que cada uno de los cromosomas mantiene una 

posición discreta dentro del núcleo formando territorios cromosómicos. En la escala de megabases 

los cromosomas se segregan en compartimentos cromatínicos que son regiones del genoma que 

comparten un mismo estado de la cromatina y tienden a agregarse en el espacio nuclear y 
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separarse de regiones con estados distintos. Inicialmente se identificaron dos tipos de 

compartimentos, A y B89. El compartimento A se entiende como cromatina transcripcionalmente 

activa, de manera general eucromatina, por el contrario, el compartimento B refleja regiones del 

genoma transcripcionalmente silenciadas o heterocromatina. En las matrices de contactos los 

compartimentos se observan como un patrón de cuadrícula ya que se intercalan de manera lineal 

regiones de los dos compartimentos de manera tridimensional se encuentran en mayor cercanía 

con regiones de su mismo compartimento. A una escala de alrededor de centenas de kilobases 

existen los dominios topológicamente asociados (por sus siglas en inglés, TADs) que estructuran 

los cromosomas en unidades estructurales y de regulación del genoma. Las regiones genómicas 

dentro de un TAD interactúan más frecuentemente entre ellas que con regiones adyacentes fuera 

del mismo. La segregación del genoma en TADs correlaciona con cualidades del genoma como 

modificaciones de histonas, expresión coordinada de genes, asociación a la lamina nuclear, que 

son similares al interior del mismo TAD, adicionalmente TADs con características similares son los 

que se agregan entre sí para formar los compartimentos cromatínicos previamente descritos. En 

las fronteras que delimitan los TADs es común encontrar a proteínas insulators como CTCF, una 

proteína que cuenta con 11 dedos de zinc y se une al DNA a motivos de unión en particular91. La 

manera en que CTCF contribuye a la formación de dominios es a través de su asociación con la 

cohesina, un complejo multiproteínico con forma de anillo. La cohesina recorre la cromatina 

formando asas hasta que se encuentra con moléculas de CTCF unidas a la cromatina con 

orientación convergente en las fronteras de los TADs, a este modelo se le conoce como loop 

extrusion92. La manera en que se frecuentemente se presentan y delimitan los TADs en las matrices 

de contactos es como triángulos con una densa cantidad de contactos a su interior cuyas aristas 

inferiores corresponden a las fronteras. Al interior de los TADs se encuentran asas de cromatina 

entre regiones regulatorias en cis distales del genoma como por ejemplo entre promotores y 

enhancers. Las asas de cromatina entre elementos regulatorios pueden también estar mediadas 

por CTCF y cohesina. Las asas de cromatina se observan como puntos con una mayor frecuencia 

de contactos entre dos regiones dadas. 
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Figura 9. Distintos niveles de organización tridimensional del genoma. Se muestran a la izquierda 

las matrices de contactos mostrando como se observan las estructuras genómicas ejemplificadas en los 

diagramas a la derecha. Los rectángulos de líneas punteadas muestran la región a la que corresponde el 

siguiente nivel de organización de mayor escala a menor. Modificado de:90 
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5.3. Oscilaciones circadianas en la topología del genoma, en la salud y obesidad 

En los años recientes se ha caracterizado que la organización tridimensional del genoma 

tiene una función importante en la regulación de la expresión circadiana de genes. La primer 

evidencia de la ritmicidad circadiana en la topología del genoma en células de mamífero, se dio 

mediante ensayos de 4C (variante de las tecnologías 3C que mide los contactos de una región, 

denominada ancla, contra todo el genoma) tomando como ancla el promotor de Dbp un CCG, tanto 

en la condición silvestre como en células K.O. de Arntl193. Los resultados de este trabajo indican 

que existe una corregulación espaciotemporal de genes rítmicos dependiente del reloj molecular. 

Otros estudios aportan evidencias adicionales de la importancia de los factores del reloj molecular 

en la regulación mediada por la topología del genoma. Por ejemplo, en un estudio en el que se 

elimina un enhancer intrónico de Cry1 se ve perturbada la expresión e interactomas de Cry1 y 

algunos CCGs94. Como fenotipo de la deleción del enhancer se observa una disminución del 

periodo circadiano de actividad locomotora de los animales. Otro estudio ha descrito la actividad 

de REV-ERBα disrumpiendo asas de cromatina, lo que contribuye al silenciamiento de genes 

durante su nadir transcripcional95. 

Trabajo previo del laboratorio en donde se realizaron experimentos de Hi-C y Promoter 

Capture Hi-C en hígado murino resueltos en tiempo han permitido una comprensión global de la 

organización espaciotemporal del genoma a lo largo del ciclo circadiano y a diferentes escalas 

genómicas96 (Figura 10). En este trabajo se detalló que en la escala de compartimentos existen 

cambios de asignación de los mismos en sincronía con los ritmos de la expresión génica. En la 

escala de TADs no se observan cambios aparentes sugiriendo que estas estructuras son estables 

durante las 24 horas. Finalmente se describe que existen asas de cromatina tanto rítmicas como 

estables conectando a los promotores de genes circadianos con elementos de regulación en el 

genoma del ratón y que el número de interacciones parece incrementarse durante la acrofase 

transcripcional. 
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Figura 10. Ritmos circadianos en la organización del genoma.  se ha descrito que mientras que los 

TADs permanecen estables, existen casos en los que la asignación de compartimento es rítmica a lo largo 

del día. Se muestran también dos ejemplos de genes circadianos, por un lado Arntl1, parte del reloj central 

muestra contactos muy dinámicos que coinciden con su acrofase en expresión; mientras que Nampt, un 

CCG, mantiene estables sus contactos pese a tener una acrofase transcripcional. CCO: Compartimento 

cromatínico oscilatorio. Tomado de 97. 
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La función que ejercen las señales nutricionales en la organización tridimensional del 

genoma y su impacto en la regulación de la transcripción ha sido muy poco estudiada. Existe sólo 

una evidencia que evalúa el efecto de la dieta alta en grasa. En este trabajo se identifica la formación 

o pérdida de contactos enhancer-promotor, la activación de los elementos de regulación y la 

ocupación factores transcripcionales presentes en contactos estables98 (Figura 11), sin embargo, 

este estudio se limita a estudiar el efecto sólo en hígado y no se trata de experimentos resueltos 

en tiempo. 

 

Figura 11. La dieta alta en grasa es capaz de modificar los interactomas en hígado. Esquematización 

de las estrategias experimentales utilizadas en 98 A. Ejemplos de cambios en la regulación distal detonadas 

por la dieta, identificadas en la publicación B. Estos incluyen la formación de nuevas asas de cromatina Ba, 

y la activación de enhancers, ya sea por modificaciones de histonas Bb, la activación de factores 

transcripcionales o la activación sinérgica con otros activadores Bc.  
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III. Planteamiento del problema 

El estudio de la asociación de dietas (tanto obesogénica como restringida en tiempo) con 

la organización tridimensional del genoma dependiente del tiempo circadiano enfocado en el WAT 

contribuirá a identificar y describir la regulación circadiana que favorece la prevención y 

tratamiento de enfermedades complejas que prevalecen en las sociedades modernas, tales como 

la obesidad y la diabetes tipo 2. Adicionalmente, la organización tridimensional revela una capa 

reguladora epigenética crítica para los ritmos circadianos que permite descubrir nuevos 

mecanismos moleculares que desencadenan estados patológicos asociados con la alteración 

circadiana en estrecha interrelación con la alimentación y el metabolismo. Por estas razones en el 

presente estudio se planteó el generar un conjunto de datos genómicos que permitirán dilucidar 

la organización tridimensional del genoma dependiente del tiempo de células del WAT de animales 

bajo tres diferentes paradigmas de alimentación. Sin embargo, dado el alcance de la presente tesis 

nos enfocamos en la comparación temporal de la topología genómica bajo un paradigma de dieta 

obesogénica (HFD).  

 

IV. Hipótesis 

Mecanismos de regulación topológica del genoma, tales como los cambios en la asignación 

de compartimentos cromatínicos y la alteración de dominios topológicamente asociados, son 

capaces de regular repuestas transcripcionales dependientes del tiempo circadiano en WAT 

de animales alimentados con HFD. 

 

 

V. Objetivo general 

Caracterizar la función de la organización tridimensional del genoma en la regulación 

transcripcional de genes dictada por señales nutricionales en tejido adiposo blanco bajo un 

contexto de regulación circadiana. Comenzando con el grupo de alimentación alta en grasa 

ad libitum. 
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VI. Objetivos particulares 

1. Implementar y caracterizar un modelo en ratón de diferentes estados metabólicos inducidos 

por señales nutricionales: Dieta control ad libitum (CD), Dieta alta en grasa ad libitum (HFD) 

y dieta alta en grasa restringida en tiempo, del ZT12 al ZT18 (tr-HFD). 

2. Obtener un conjunto de datos en alta resolución que permitan estudiar la organización 

tridimensional del genoma en tejido adiposo blanco de ratones metabólicamente distintos 

en dos tiempos circadianos opuestos (ZT4 y ZT16) al generar bibliotecas de Hi-C in situ. 

3. Analizar los procesos en la topología genómica dependiente del tiempo que impactan en 

la regulación transcripcional, como la asignación de compartimentos cromatínicos y la 

identificación diferencial de dominios topológicamente asociados al procesar de manera 

bioinformática los datos de Hi-C del grupo HFD. 
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VII. Metodología 

 

Figura 12. Esquema general de la metodología. En primer lugar, se generaron y caracterización de los 

modelos murinos. Posteriormente a la eutanasia de los animales a los tiempos de interés, se disectó y se fijó 

con formaldehído el WAT. Resultó crítica la estandarización del protocolo de Hi-C para WAT de las diferentes 

condiciones alimentarias así como el posterior análisis bioinformático del grupo HFD para establecer las 

herramientas de análisis. 
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1. Establecimiento y caracterización de los modelos biológicos  

Paradigmas de alimentación y puntos de muestreo  

A las 4 semanas de edad 90 ratones macho, cepa C57BL/6J, alojados en la Unidad de Modelos 

Biológicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, son distribuidos en 3 grupos 

experimentales, con diferentes condiciones alimenticias:  

1. Dieta control (Teklad 2018) ad libitum, CD. 

 n = 30 

2. Dieta alta en grasa (Test Diet 58Y1, 60% de las kcal provenientes de lípidos) ad libitum, HFD. 

n = 31 

3. Dieta alta en grasa (Test Diet 58Y1, 60% de las kcal provenientes de lípidos) restringida en 

tiempo (ZT12-ZT18), tr-HFD. 

n = 29 

 Para llevar a cabo la restricción se emplea un gabinete programable y automatizado para este 

fin (OMNIALVA®).  

 Se eligieron los tiempos ZT12 al ZT18 para la restricción de la alimentación ya que 

corresponden a una ventana de 6 horas durante la primera mitad del periodo de activad de los 

ratones, la fase de oscuridad. En estudios en humanos se han reportado los mayores beneficios en 

un paradigma equivalente30. 

Los animales se mantienen bajo estos paradigmas de alimentación durante 12 semanas. 

Semanalmente se registra el peso de los animales, así como el alimento inicial y final de cada semana, 

con ello es posible estimar el consumo en gramos, en kcal y en kcal/peso del animal. 

Al concluir la intervención se aplica eutanasia mediante dislocación cervical de los ratones a 

manera de que cada grupo este representado con una n=5 a los tiempos ZT0, ZT4, ZT8, ZT12, 

ZT16 y ZT20. De cada animal se extrae el tejido adiposo blanco epididimal (Referido en el texto sólo 

como WAT), hígado, tejido adiposo pardo, cerebro, páncreas, músculo esquelético y sangre para 

obtener suero de los animales. El conjunto completo de tejidos y tiempos circadianos serán relevantes 

para proyectos complementarios al presente proyecto de maestría. 
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De manera específica para este trabajo una porción de WAT de los ZT4 y ZT16 se utilizaron 

para fijación como parte del protocolo de preparación de bibliotecas de Hi-C, descrito más adelante. 

El resto de los tejidos son congelados con hielo seco y almacenados a -70°C. Se eligieron estos 

puntos temporales dado que el ZT16 coincide con el tiempo de alimentación de los animales bajo 

tr-HFD y es cercano a la mitad del periodo de oscuridad, por otro lado, el ZT4 es el tiempo opuesto 

al ZT16 y es cercano a la mitad del periodo de luz. 

 

Pruebas metabólicas  

Con la finalidad de caracterizar el estado metabólico de los modelos biológicos inducidos por 

las diferentes señales nutricionales se realizan pruebas de tolerancia a glucosa e insulina. Previamente 

se ha reportado que una dieta alta en grasa conduce a una tolerancia afectada tanto a la glucosa 

como a la insulina99. Por otro lado, se espera que la restricción temporal de la alimentación mitigue 

estas alteraciones.  

Las pruebas se realizan a las 0, 6 y 12 semanas de las intervenciones.  

 

1. Prueba de tolerancia a glucosa 

 Para esta prueba se somete a los modelos biológicos a un ayuno de 12 horas, del ZT16 al 

ZT4. 

 Minutos antes de iniciar la prueba se pesa a los animales para calcular la glucosa a administrar, 

la dosis de glucosa es 2g/kg de peso.  

Se emplea una solución 0.3g/ml de glucosa en solución salina, filtrada en condiciones de 

esterilidad, y la dosis se calcula multiplicando por el siguiente factor: 

𝑫𝒐𝒔𝒊𝒔 (𝛍𝒍) =  𝑷𝒆𝒔𝒐 𝒅𝒆𝒍 𝒓𝒂𝒕ó𝒏 (𝒈) ∗  𝟔. 𝟔𝟔 (𝛍𝒍 ∗ 𝒈−𝟏) 

 Igualmente, minutos previos a la prueba se mide la glucosa basal utilizando el equipo Accu-

Check Active (Roche), obteniendo una pequeña gota de sangre mediante una incisión en la punta de 

la cola del ratón. 
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 Al ZT4 se inicia con la prueba y se administra la dosis de glucosa determinada por vía 

intraperitoneal a cada ratón.  Se realizan mediciones de glucosa a los 15, 30, 60 y 120 minutos 

posteriores a la administración. 

 

2. Prueba de tolerancia a insulina 

Para esta prueba se somete a los modelos biológicos a un ayuno de 4 horas, del ZT0 al ZT4. 

 Minutos antes de iniciar la prueba se pesa a los animales para calcular la insulina a administrar, 

la dosis de insulina es 0.6 UI/kg de peso.  

Se emplea una dilución 1:1000 de insulina (Humulin Regular, Hl-210) en solución salina, 

filtrada en condiciones de esterilidad y la dosis se calcula multiplicando por el siguiente factor: 

𝑫𝒐𝒔𝒊𝒔 (𝛍𝒍) =  𝑷𝒆𝒔𝒐 𝒅𝒆𝒍 𝒓𝒂𝒕ó𝒏 (𝒈) ∗  𝟔 (𝛍𝒍 ∗ 𝒈−𝟏) 

Igualmente, minutos previos a la prueba se mide la glucosa basal utilizando el equipo Accu-

Check Active (Roche), obteniendo una pequeña gota de sangre mediante una incisión en la punta de 

la cola del ratón. 

 Al ZT4 se inicia con la prueba y se administra la dosis de insulina determinada por vía 

intraperitoneal a cada ratón.  Se realizan mediciones de glucosa a los 15, 30, 60 y 120 minutos 

posteriores a la administración. 

 Para amabas pruebas es necesario un periodo de ayuno con la finalidad de disminuir las 

fluctuaciones en los niveles de glucosa en sangre de los animales previamente a la prueba y partir 

así de niveles basales estables. Para el caso de la pruebas de tolerancia a la insulina el tiempo de 

ayuno es menor, ya que si los niveles de glucosa en sangre son muy bajos al administrar insulina se 

corre el riesgo de provocar hipoglucemia a los animales.  
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2. Preparación de bibliotecas de Hi-C 

 

Fijación  

Para poder recapitular las interacciones genómicas en el espacio tridimensional, a través de 

ensayos de captura conformacional de cromosomas, se lleva a cabo una fijación o entrecruzamiento 

con formaldehído que permita mantener la cromatina organizada de la misma manera en que se 

encontraba al momento de la fijación. 

Una vez disecado el tejido adiposo este se mantiene en medio de cultivo DMEM frío y es 

cortado en fragmentos pequeños (aproximadamente, 2-3 mm3). Estos fragmentos de tejido son 

fijados en medio DMEM con formaldehído al 2%, en rotación, a temperatura ambiente, durante 10 

min. La reacción de entrecruzamiento es detenida con glicina a una concentración final de 0.125 M 

durante 5 min. a temperatura ambiente y 10 min. en hielo, agitando ocasionalmente. Finalmente, el 

tejido es lavado con PBS para retirar el formaldehído, el tejido es congelado con hielo seco y 

almacenado a -70 °C. 

 

Homogeneización y lisis  

Con el objetivo de aislar y trabajar únicamente con núcleos celulares se realiza una 

homogeneización y lisis del tejido. 

El tejido adiposo fijado es filtrado a través de un filtro de 70 μm, usando 1 ml de buffer de 

lisis adicionado con inhibidores de proteasas. El filtrado se lleva a un volumen de 5 ml y se transfiere 

a un homogeneizador (PYREX 7725). A partir de aquí comienzan a contarse 30 minutos y se 

homogeniza la muestra 20 veces, se deja pasar al menos un minuto y se homogeniza 20 veces más, 

para un total de 40 veces. El homogeneizado se mantiene en hielo hasta que transcurran los 30 

minutos. El homogenizado se centrifuga para precipitar los núcleos fijados y estos se lavan una vez 

con buffer de lisis y una vez más con NEBuffer 3.1 (NEB B7203S) 1.25x. Finalmente los núcleos se 

resuspenden en NEBuffer 3.1 1.25x para 1-4 alícuotas, dependiendo de la cantidad de material de 

entrada. Este paso se realiza para evitar que los núcleos se agreguen en pasos posteriores. 

 

Permeabilización de los núcleos 

Para poder llevar a cabo reacciones enzimáticas en el interior del núcleo es necesario 

permeabilizarlos. 

A los núcleos en suspensión se agrega SDS al 10% para llegar a una concentración final de 

0.3% de SDS. Los núcleos se incuban a 37 °C, en agitación constante de 750 rpm, durante 45 min. 
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Posteriormente, para” inactivar” el SDS, se agrega triton X-100 al 10% para llegar a una concentración 

final de triton X-100 1.6%, y se incuba bajo las mismas condiciones. 

Una vez concluida la permeabilización los núcleos son precipitados por centrifugación 

 

Digestión de la cromatina 

La cromatina es fragmentada con endonucleasas tipo II, en este caso se utilizó a DpnII (NEB 

R0543M), cuyos productos de digestión van de 500 pb - 5 kb. Previo a la digestión se toma una 

alícuota como control sin digestión. 

Los núcleos permeabilizados se incuban con 200 U a 37 °C, con agitación constante de 750 

rpm, toda la noche. Al día siguiente se agregan otras 200 U, para un total de 400 U, bajo las mismas 

condiciones, durante 8 horas. La enzima es inactivada a 65 °C durante 20 min. 

Se toma una alícuota como control posterior a la digestión, se revierte el entrecruzamiento y 

se verifica que la digestión haya sido exitosa corriendo el DNA en electroforesis en gel de agarosa. 

 

Biotinilación de los extremos y fill-in  

Con la finalidad de más adelante recuperar parejas de interacción entre regiones del genoma, 

los extremos cohesivos producto de la digestión de la cromatina son extendidos hasta formar extremos 

romos, a la vez que son marcados con dATP biotinilado. 

A la reacción previa se agregan dCTP, dGTP, dTTP, biotin-14-dATP (Thermofisher 19524-016) 

y 50 U de DNA polimerasa I Large Fragment Klenow (NEB M0210L). La extensión transcurre a 37 °C, 

agitando 700 rpm durante 10s cada 30s. 

 

Ligación in situ 

Con el objetivo de generar fragmentos de DNA que contengan regiones del genoma que se 

encontraban cercanas en el espacio tridimensional se realiza una ligación por proximidad de los 

fragmentos de restricción dentro de los núcleos. 

La ligación ocurre en un volumen de 1 ml y requiere de Buffer para T4 DNA Ligasa, con ATP 

(NEB B0202S), BSA (NEB B900S), 50U T4 DNA Ligasa (Thermofisher EL0011). La reacción se lleva a 

cabo a 16 °C, durante toda la noche, sin agitación. 

Se toma una alícuota del material ligado, se revierte el entrecruzamiento y se verifica que la ligación 

haya sido exitosa corriendo el DNA en electroforesis en gel de agarosa, debe observarse un aumento 

en fragmentos de alto peso molecular. 
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Una vez verificada la eficacia de la ligación se realiza una reversión del entrecruzamiento de 

todo el material seguido de una purificación de DNA mediante fenol cloroformo, y finalmente 

cuantificación de este. 

 

Controles de eficiencia de ligación 

A manera de estimar que la ligación ocurrió según lo esperado y que el material ligado 

recapitula interacciones de largo alcance se realizan controles mediante PCR punto final, denominados 

control interno y control de largo alcance. 

El control interno consiste en una amplificación con oligonucleótidos diseñados en la misma 

orientación para alinearse sobre dos fragmentos de restricción adyacentes. En un templado genómico 

intacto no ocurre la amplificación dado que los oligonucleótidos hibridan en el mismo sentido, sin 

embargo, al digerir el genoma y ligarlo, con cierta probabilidad uno de los fragmentos de restricción 

queda invertido con respecto al otro y por lo tanto los oligonucleótidos ahora son convergentes y al 

utilizar como templado el material de HiC se obtiene un amplicón de peso molecular esperado. 

Para el control de largo alcance se diseñan oligonucleótidos sobre fragmentos de restricción a 

1.5 Mb de distancia, que recapitula interacciones en locus de histonas que se espera se conserven 

entre diferentes tipos celulares. De igual manera no ocurre amplificación en un templado genómico 

intacto, sino que sólo se obtendrá un amplicón si la ligación de fragmentos de restricción se 

encontraba cercanos en el espacio tridimensional ocurrió, por lo tanto, se logrará obtener un amplicón 

de tamaño molecular esperado. 

 

Eficacia de incorporación de biotina 

Adicionalmente con los amplicones del control interno y control de largo alcance es posible 

estimar la eficacia de la incorporación de biotina. Ya que si el fill-in ocurrió eficazmente al ligarse los 

dos sitios de corte para DpnII se genera un nuevo sitio de restricción para la enzima de restricción 

ClaI. Los amplicones son digeridos con 10U de ClaI, se espera una digestión del 100%. 

 

Sonicación 

Para continuar con la preparación de las bibliotecas es necesario fragmentar las moléculas 

circulares del material de HiC a modo de obtener moléculas lineales, esto se obtiene mediante 

sonicación en equipo COVARIS. Adicionalmente dado que se trata de una fragmentación mecánica al 

azar, en este paso se confiere la complejidad necesaria a las moléculas para poder recapitular 

interacciones genómicas posterior a la secuenciación. 
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Remoción de biotina de fragmentos no ligados/ Reparación de DNA 

Algunos fragmentos biotinilados no están ligados a otro fragmento de restricción. Para evitar 

precipitar estas secuencias no informativas de interacciones, el dATP biotinilado es removido de estos 

extremos no ligados usando la actividad de exonucleasa de la T4 DNA polimerasa (NEB M0203S). 

Se agregan dATP, buffer de ligación con ATP y 15U de T4 DNA Polimerasa, la reacción se 

incuba a 20 °C, durante 30 min. 

Posteriormente se repara el DNA fosforilando los extremos 5’ del DNA mediante la actividad 

de la T4 Polinucleótido Cinasa (NEB M0201L). 

Se agregan mezcla de desoxinucleótidos, buffer de ligación con ATP y 10U de T4 Polinucleótido 

Cinasa, la reacción se incuba a 20 °C, durante 30 min. 

 

Selección de tamaños de las moléculas 

Para que las moléculas tengan un tamaño apropiado para secuenciación se realiza una 

selección dual de tamaños con SPRI beads (SPRI son siglas para Solid Phase Reversible Immobilization) 

para recuperar sólo las moléculas de entre 250 y 700 pb (en su mayoría 250-550 pb).  

 

Pull-Down de biotina 

Con el objetivo de recuperar las moléculas que contienen parejas de interacción producto de 

la ligación se hace una precipitación de las moléculas biotiniladas con estreptavidina acoplada a perlas 

magnéticas, Dynabeads My One Streptavidin C1 (Thermofisher 65001). 

El material de HiC se incuba durante 30 minutos para permitir la unión de las moléculas biotiniladas 

a las perlas con estreptavidina, para eliminar las uniones inespecíficas se hacen una serie de lavados.  

Previo a la ligación de los adaptadores es necesario realizar un paso de A-tailing a las moléculas 

precipitadas en el pull-down de biotina. Para ello se agrega NEBuffer, dATP y el 25U de fragmento 

Klenow (3'→5' exo-) (NEB M0212L), 37 °C durante 30 min. 

 

Ligación de adaptadores  

Con la finalidad de generar las bibliotecas e indexarlas para poder distinguir su origen posterior 

a la secuenciación, a las moléculas precipitadas les son ligados adaptadores del sistema TruSeq de 

Illumina. Estos adaptadores se ligan durante 2 horas a temperatura ambiente utilizando 15U de DNA 

ligasa. Después de la ligación y una serie de lavados, las perlas acopladas a las moléculas con material 
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de Hi-C son resuspendidas en un volumen final de 40 μl (más el volumen de las perlas quedan 

aproximadamente 50 μl de material de Hi-C). 

 

Pruebas para amplificación de las bibliotecas 

Para la generación de las bibliotecas es necesario amplificar el material acoplado a las perlas 

mediante ciclos de PCR con oligonucleótidos específicos del sistema TruSeq, los productos de dicha 

PCR son las moléculas con las características necesarias para llevar a cabo la secuenciación que 

constituirán la biblioteca.  

Para determinar el número de ciclos con los que se amplificará cada biblioteca se corren 4 

reacciones de PCR punto final de 25 μl, con 5, 6, 7 y 8 ciclos. Para estas reacciones es necesario 

utilizar una DNA polimerasa de alta fidelidad, en este caso se utilizó la DNA Polimerasa NEBPhusion 

(NEB M0530S). Se corren 20 μl de cada reacción en electroforesis de agarosa y para la amplificación 

final se elige un número de ciclos anterior al ciclo en el que los productos de PCR sean visibles en el 

gel de agarosa (se espera un barrido centrado entre 400 y 600 pb). 

 

Validación del material de Hi-C de la biblioteca 

Para verificar que las secuencias que componen la biblioteca de Hi-C consisten en fragmentos 

biotinilados y ligados se amplifica durante 35-40 ciclos una porción de la biblioteca para realizar una 

digestión con ClaI.  Esta porción puede provenir de una reamplificación del punto anterior o de la 

biblioteca final. Una vez amplificada la biblioteca, la mitad de la reacción se digiere con 10U de ClaI, 

a 37 °C durante al menos 4 horas. Posteriormente tanto el control sin digerir como el material digerido 

con ClaI se corren en una electroforesis de gel de agarosa, se espera obtener una mayor cantidad de 

moléculas de peso molecular menor a 500 pb posterior a la digestión. 

 

Amplificación final de las bibliotecas 

Con el objetivo de amplificar la máxima cantidad de secuencias y no sólo las más representadas, 

se realizan 8 reacciones de PCR de 50 μl, distribuyendo de manera equivalente los 40 μl de material 

de Hi-C restante, y se amplifican con el número de ciclos determinados en el punto anterior. 

Una vez transcurrida la PCR se juntan las 8 reacciones. Las perlas acopladas a estreptavidina 

se separan del sobrenadante y se conservan en 40 μl de NEBuffer 2. Por otra parte, los productos de 

PCR (bibliotecas de HiC) son purificadas del sobrenadante utilizando 1-1.8x de SPRI beads, este paso 

es muy importante también para la remoción de los oligonucleótidos usados para la amplificación. Las 
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bibliotecas se eluyen en 42 μl de TLE y se utilizan 2 μl para cuantificar las bibliotecas en equipo Qubit 

(Thermofisher) para cuantificar DNA bicatenario con alta sensibilidad. 

Finalmente se verifica que la distribución de las secuencias sea adecuada en TapeStation 2200 

(Agilent Technologies). 

Para llevar a cabo la secuenciación de las bibliotecas se envían 20 μl a una concentración de 

3nM para obtener aproximadamente 440 millones de lecturas pareadas por muestra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Análisis Bioinformático de datos de Hi-C 
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Figura 13. Diagrama de flujo del análisis bioinformático de los datos. En color morado se muestran los 

archivos obtenidos, en color azul los algoritmos o pipelines empleados y en verde los procesos realizados.  
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Una vez realizada la secuenciación de las bibliotecas de Hi-C se obtienen archivos .fastq 

pareados, sobre los cuales trabajar el análisis bioinformático. Este involucra el alineamiento de las 

secuencias al genoma de referencia, el filtraje de secuencias que no son informativas de contactos 

genómicos, así como dúplicas de PCR y la generación de matrices de contactos genómicos. A partir 

de estas matrices se obtiene información de la organización 3D del genoma a diferentes escalas tales 

como los compartimentos o los TADs. 

Para todos los análisis se utilizó la versión del genoma de referencia mm10 y considerando 

sólo los 19 autosomas del genoma del ratón más el cromosoma sexual X. No se consideró al 

cromosoma Y para los análisis ya que su pequeño tamaño y la poca cobertura que recibe ha mostrado 

una alta incidencia de falsos positivos en análisis bioinformáticos. 

 

Alineamiento y obtención de pares válidos de interacción  

Para llevar a cabo el alineamiento y filtraje propio de un experimento  de Hi-C, se han empleado 

los pipelines de HiCUP100 (v0.7.2) y HiC-Pro101 (v3.0.0). Ambos pipelines utilizan Bowtie2102 (v2.3.5) 

para realizar el alineamiento de las secuencias al genoma de referencia. De igual modo, ambos 

pipelines reportan el número de lecturas que se obtienen en cada paso de la obtención de los pares 

válidos de interacciones genómicas y muestran una coherencia en los números obtenidos. 

 

Generación de matrices de contactos genómicos 

 Una vez realizado el mapeo se obtienen matrices de contactos entre las regiones del genoma. 

Esto se lleva a cabo como parte del mismo pipeline de HiC-Pro para obtener matrices a 10kb, 50kb 

y 100kb en formato sparse con la extensión .matrix y que sirve de input para análisis posteriores. 

Sin embargo, también se empleó el algoritmo de HiCExplorer103 (v3.7.2)  para construir matrices a 

partir de los archivos .bam producto del alineamiento obtenido con el pipeline HiC-Pro para generar 

matrices en formato .cool que se emplean para análisis realizados con esta suite.  

 Se realizaron en este punto pruebas sobre los datos contenidos en las matrices como 

correlación entre las réplicas biológicas y controles de experimentos de Hi-C, en los que la 

probabilidad de contactos disminuye como función de la distancia. Estas pruebas se llevaron a cabo 

con HiCExplorer. 
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Segregación del genoma en compartimentos  

 Para explorar cambios en la organización tridimensional del genoma dependientes del 

momento del día se decidió explorar los cambios a nivel de compartimentos activos (A) e inactivos 

(B).  

Se utilizaron las matrices generadas con HiC-Pro a una resolución de 100kb y se utilizó el 

pipeline dcHiC104 (v2.1) que está dedicado a resolver la segregación del genoma en compartimentos 

a través de un análisis de componentes principales, PCA. Los compartimentos obtenidos se orientan 

con base en la densidad de genes y el contenido de CGs. A través de mediciones de distancia 

multivariadas se identifican cambios significativos entre la compartimentación de al menos dos 

condiciones pudiendo estar representadas por más de una réplica biológica. Adicionalmente se 

puede realizar un análisis que infiere de subcompartimentos definidos por la amplitud del eigenvalor.  

  A manera de confirmación y para la visualización se utilizó también las utilidades de la suite 

HiCExplorer para realizar un PCA sobre las matrices de contacto a 100 kb, y utilizando como semilla 

para orientar los compartimentos datos de expresión para tejido adiposo de animales alimentados 

con dieta alta en grasas105. 

 

Identificación de dominios topológicos y subdominios 

Explorando un siguiente nivel de organización del genoma se logró identificar TADs y 

subdominios anidados dentro de estos. Para llevar a cabo esta identificación se empleó el algoritmo 

rGMAP106 (versión 1.4) que utiliza un modelo Gaussiano que considera las interacciones dentro (intra-

dominio)  y fuera de los dominios (inter-dominio). El algoritmo define las fronteras de los dominios 

topológicos al evaluar si cada bin del genoma se localiza en la frontera de bloques densos en 

contactos. Para este fin se realiza una prueba de proporción que comparara el conteo de contactos 

intra-dominio observados y los compara entre las ventanas que flanquean ese bin. Finalmente, los 

dominios de definen basándose en la localización y orientación de las fronteras candidatas. 

El input de rGMAP son matrices en formato sparse generadas con HiC-Pro. Para la búsqueda 

de dominios se emplearon matrices a una resolución de 10 kb, con la información de ambas réplicas 

biológicas para lograr alcanzar esta resolución soportada por un mayor número de lecturas. Por otro 

lado, el output son archivos tipo BED con las coordenadas de inicio y fin de los dominios, de tres 

órdenes definidos por su jerarquía de anidamiento, siendo los de orden uno los que no se encuentran 
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anidados, los de orden dos anidados dentro de estos y los de orden tres contenidos dentro de los 

otros dos. 

Se realizó un análisis para caracterizar estos dominios y los subdominios contenidos en ellos 

que responde si la capacidad de aislamiento en los dominios cambia de manera dependiente al 

tiempo del día y entre los diferentes órdenes de dominios. Esto se llevó a cabo con un script 

nombrado iStrenght (v.2), desarrollado en el laboratorio por el M. en C Oscar Amaury Aguilar Lomas. 

Este script calcula un score del aislamiento considerando qué tantas interacciones intradominio 

existen, en oposición a las interacciones río arriba y río debajo de los dominios identificados por 

rGMAP, y utiliza un formato de matrices denominado dense que se puede obtener a partir de las 

matrices sparse generadas con HiC-Pro con scripts incluidos como utilidades en este mismo pipeline. 

Para finalizar, utilizando los archivos en formato BED con las coordenadas de los dominios 

identificados con rGMAP, se realizó una comparación entre los dominios de ambas condiciones 

utilizando la herramienta BEDTools107 (v2.29.0). Se tomo una ventana de 50kb alrededor de las 

fronteras en para comparar los TADs identificados para cada momento del día. Con la información 

de los dominios diferenciales entre tiempos circadianos se realizó un análisis de enriquecimiento 

funcional con base en los genes ahí contenidos, utilizando gProfiler108 (versión 

e108_eg55_p17_0254fbf). 
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VIII. Resultados 

1. Distintas señales nutricionales producen estados metabólicos específicos en un 

modelo murino de alimentación restringida en tiempo. 

A partir de la implementación de los paradigmas de alimentación descritos en la sección de 

métodos, se monitoreó el peso de los ratones de forma semanal (Figura 14A). Los grupos se 

comportaron de acuerdo con lo esperado, en términos de peso de los animales hubo diferencias 

significativas para el grupo de dieta alta en grasa ad libitum contra los otros dos grupos en los que 

se esperaba una mejor aptitud metabólica, mientras que el grupo de dieta alta en grasa restringida 

en tiempo se mantuvo más cercano al grupo de dieta control. La n para cada grupo es la siguiente, 

CD=30, HFD=31, tr-HFD=29, se realizó una prueba de ANOVA de dos vías y Tukey post hoc para 

comparaciones múltiples. 

 

 

Figura 14. Seguimiento semanal del peso durante las 12 semanas de intervención para los tres 

grupos: Dieta control ad libitum (CD), Dieta alta en grasa ad libitum (HFD) y dieta alta en grasa restringida 

en tiempo (tr-HFD) A. Se grafica el promedio + SEM (n=30 grupo CD, n=31 grupo HFD, n=29 grupo tr-

HFD), * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. Fotografía ilustrativa de los modelos de cada 

grupo B. 

 

La ingesta de alimento de los ratones se obtuvo midiendo el consumo semanal en kcal promedio 

de cada grupo durante las 12 semanas de intervención (Figura 15A). El consumo en kcal muestra 

que los animales del grupo HFD consumen una mayor cantidad de calorías en comparación con 

A B 

CD 
HFD 

tr-HFD 
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los otros dos grupos. Sin embargo, este aumento se puede explicar debido al incremento en peso 

de los animales. Por ello se realizó una normalización con el peso de los animales (Figura 15B). 

En este caso el consumo promedio indica que el consumo energético de los animales en función 

de su peso fue el mismo entre los grupos. Para los datos promedio de las 12 semanas se realizaron 

pruebas de ANOVA de una vía y Tukey post hoc para comparaciones múltiples. La n es la misma que para 

los datos del peso de los animales. 

 

                    

 

Figura 15. Ingesta promedio de las 12 semanas por grupo. Datos en kcal totales A y para kcal 

normalizadas por el peso de los animales B. Se grafica el promedio + SEM (n=30 grupo CD, n=31 grupo 

HFD, n=29 grupo tr-HFD),  **** p<0.0001 

 

Estos datos indican que los animales del grupo tr-HFD consumen la misma cantidad de kcal 

en función de su peso y sin embargo no aumentan de peso como sí lo hacen los animales en el 

grupo HFD. Estos hallazgos sugieren que la restricción temporal de la alimentación tiene como 

consecuencia que los animales son metabólicamente distintos y aprovechan de un modo más 

óptimo las energía consumida en la dieta a modo que no contribuya a una ganancia de peso, 

característica que correlaciona con un estado patológico. También se sugiere que este estado 

metabólico óptimo puede deberse al alineamiento de la ingesta con otros ritmos circadianos, como 

la secreción de hormonas, acrofases en la abundancia de enzimas metabólicas y cascadas de 

señalización celular, fluctuaciones en la temperatura y actividad.  

 

A B 
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Para confirmar el estado metabólico de los animales en los distintos paradigmas de 

alimentación se realizaron pruebas metabólicas de tolerancia a glucosa (Figura 16) y a insulina 

(Figura17), al inicio (semana 0), a la mitad (semana 6) y al final (semana 12) de la intervención.  
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Figura 16. Curvas de tolerancia a glucosa junto con su correspondiente análisis de área bajo la curva 

(AUC) a la semana 0 A, semana 6 B y semana 12 C. Se grafica el promedio + SEM (n=12 grupo CD, n=10 

grupo HFD, n=7 grupo tr-HFD), * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001 
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Figura 17. Curvas de tolerancia a insulina junto con su correspondiente análisis de área bajo la curva 

(AUC) a la semana 0 A, semana 6 B y semana 12 C. Se grafica el promedio + SEM (n=8 grupo CD, n=10 

grupo HFD, n=12 grupo tr-HFD). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001 
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Para ambas pruebas se observó el patrón esperado, en el que a la semana 0 los grupos 

respondieron de manera equivalente siempre volviendo a las condiciones basales, signo de una 

correcta homeostasis. Desde la semana 6 el grupo HFD comenzó a mostrar niveles de glucosa en 

sangre más altos, así como patrones alterados de la curva en la prueba de tolerancia a insulina, 

ambos indicadores de un metabolismo de glucosa disfuncional.  

En el caso de los animales del grupo tr-HFD se observaron niveles de glucosa en sangre 

más similares al grupo control habiendo diferencias significativas en las áreas bajo la curva 

únicamente durante la semana 6 para la prueba de tolerancia a glucosa, sin embargo, esta 

diferencia se revirtió para la semana 12. Este resultado apunta a un perfil prediabético en los 

grupos HFD y tr-HFD, que se revierte a una tolerancia normal a la glucosa a las 12 semanas debido 

a los efectos protectores de la restricción temporal de la alimentación en el grupo tr-HFD. Entre 

los efectos benéficos descritos de la intervención que explican este perfil es la limitación en la 

acumulación de grasa, hipertrofia y disfunción de los adipocitos, así como la liberación de 

moléculas como ácidos grasos libres que pueden conducir a disfunción y apoptosis de células β 

del páncreas109. 

Resulta interesante que pese a mostrar niveles de glucosa similares al grupo control el patrón 

de la curva de tolerancia a insulina del grupo tr-HFD es más parecido al grupo HFD, por lo que dicho 

aumento en los niveles de glucosa en sangre durante los primeros 15 minutos a la administración de 

insulina se mantiene pese a mostrar una mejor respuesta al concluir con la prueba. Esto sugiere que 

puede existir algún tipo de alteración en el metabolismo de la glucosa y homeostasis energética pese 

a la aptitud metabólica general alcanzada por la restricción temporal de la alimentación. 

Para los análisis estadísticos se determinó el porcentaje de la variación a través de una 

prueba de ANOVA de dos vías y Tukey post hoc. Para determinar las diferencias significativas en 

los conteos de AUC se realizó una prueba de ANOVA de una vía y Tukey post hoc para 

comparaciones múltiples. Se realizaron las pruebas con una n de 7-12 animales, indicados en cada 

caso en el pie de figura. 

 

Este conjunto de resultados permite concluir que se logró generar de manera exitosa 

modelos murinos metabólicamente distintos a través de distintas señales nutricionales, 

composición de la dieta y tiempo de alimentación. 
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2. Establecimiento de protocolo de Hi-C en tejido adiposo blanco de animales 

alimentados bajo distintos paradigmas, ZT4 y ZT16 

 

 Una vez contando con tejido adiposo blanco, de los animales de todos los grupos 

experimentales se procedió a implementar y estandarizar el protocolo de Hi-C comenzando por dos 

réplicas biológicas para el ZT4 y dos réplicas biológicas para el ZT16 de los animales sujetos a HFD. 

Al tener el protocolo de Hi-C estandarizado para este tejido se realizó el protocolo para los 

paradigmas tr-HFD y CD, igualmente con dos réplicas biológicas por punto temporal. 

A lo largo del protocolo de Hi-C se llevan a cabo controles para verificar la eficiencia de 

distintos pasos reflejando la calidad del experimento. Un primer control consiste en verificar que la 

cromatina se digiere adecuadamente con la enzima de restricción escogida, lo cual se observa como 

un barrido de fragmentos de diferentes pesos moleculares (en nuestro caso se espera un barrido de 

moléculas centradas entre 500 y 1000 pares de bases) tras una electroforesis en gel de agarosa. De 

la misma manera se verifica que la ligación sea eficiente ya que las moléculas en el barrido deben 

aumentar de tamaño al ligarse (Figura 18). 

 

 Como puede observarse en la Figura 18, en todos los grupos la cromatina se digirió 

eficazmente con la enzima DpnII. Respecto a la ligación en general se obtuvo una ligación eficiente 

recuperando una banda de alto peso molecular. En donde se observó una ligación un poco menos 

eficiente en las muestras CD ZT16 réplica 2 y en HFD ZT4 réplica 2, sin embargo, la ligación es 

suficiente para continuar con los experimentos. 

 

 

 



49 

 

 

Figura 18. A Esquematización de los primeros pasos del protocolo de Hi-C, que implica digestión 

del genoma con DpnII, extensión de los fragmentos cohesivos y marcaje con biotina (esquematizada como 

puntos azules) y ligación con DNA ligasa T4. Electroforesis en gel de agarosa de material no digerido, 

digerido con DpnII (en todos los casos ocurrió al 100%, la banda de alto peso molecular corresponde a 

regiones repetidas sin sitio de corte para DpnII en el genoma de ratón) y ligado con DNA ligasa T4 (es difícil 

determinar el porcentaje exacto de ligación, pero en todos casos es suficiente para continuar el experimento). 

Los geles corresponden a las muestras del grupo CD B, HFD C y tr-HFD D. 

 

Para validar que el material recuperado en efecto recapitule las interacciones entre regiones 

del genoma se realizaron PCRs en punto final para amplificar interacciones conocidas. Una de ellas 

es de largo alcance (se trata de una interacción validada entre los clusters de genes de histonas 

separados por 1.5 Mb). Adicionalmente, para corroborar la eficiencia de obtención de productos 

de Hi-C (es decir, biotinilados y ligados correctamente), se realizó una digestión con la enzima ClaI 

de los productos de interacción. Al digerir con DpnII al genoma, rellenar con nucleótidos y ligar los 

A B 

C D 
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extremos romos se genera un nuevo sitio de corte para esta enzima. Por lo cual la proporción de 

moléculas digeridas con ClaI refleja qué tan eficiente fue el proceso de rellenado y ligación (Figura 

19). 

    

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Esquematización del control de ligación mediante PCRs, los oligonucleótidos se 

representan con flechas. Se muestra el contexto genómico en el cuál no hay amplificación y el contexto de 

los templados de HiC donde sí ocurre la amplificación (Por simplicidad se muestran templados de Hi-C con 
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B 
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sólo dos fragmentos, sin embargo, los templados de Hi-C pueden ser producto de la ligación de varios 

fragmentos). Se esquematiza también la digestión de los amplicones con el nuevo sitio de restricción formado 

para ClaI A. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones para el control interno y la interacción de 

largo alcance no digeridos, digeridos con DpnII (en todos los casos del 100%) y con ClaI (al 100%, excepto 

en el HFD ZT4 rep1, en el que ocurrió al 84.4%). Geles para los grupos CD B, HFD C y tr-HFD D. 

 

Los amplicones de los controles de ligación se digirieron en su totalidad con DpnII y con ClaI, 

con excepción de la HFD ZT4 réplica 1, sin embargo, en esta muestra sí ocurrió la digestión con ClaI en 

cierta proporción. Lo que indica que la incorporación de la biotina fue, en términos generales, 

eficiente. Con estos resultados se decidió proseguir con el experimento. 

Una vez determinado que el material recapitulara interacciones de largo alcance y que la 

incorporación de biotina ocurrió con eficiencia, los templados quiméricos se sonicaron en un 

instrumento COVARIS (Figura 20A). Posteriormente se realizó la remoción de biotina de los 

fragmentos no ligados, reparación del DNA, selección de tamaños con SPRI (Solid Phase Reversible 

Immobilization) beads. Finalmente se continuó a la precipitación con perlas acopladas a 

estreptavidina del material biotinilado, que corresponde a pares de interacción (Figura 20E). 
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Figura 20. Esquematización de la fragmentación mecánica de los templados de Hi-C mediante 

sonicación A. Electroforesis en gel de agarosa del material de Hi-C después de la sonicación para los grupos 

CD B, HFD C y tr-HFD D.  Esquematización de la precipitación de las parejas de interacción con perlas 

acopladas a estreptavidina E. 

 

Posterior a la precipitación del material biotinilado a las secuencias se les ligaron 

adaptadores para indexado y secuenciación pareada del sistema TruSeq de Illumina. Se realizaron 

PCRs de prueba de ciclos para amplificar las bibliotecas de Hi-C (Figura 21) para determinar el 

número de ciclos a dar para la amplificación final de cada biblioteca. 

 

 

 

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa del material de las bibliotecas amplificadas con diferente 

número de ciclos de PCR para los grupos CD A, HFD B y tr-HFD C. 
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Con base en lo observado en los geles se determinó amplificar las bibliotecas con los 

siguientes números de ciclos para asegurar tener suficiente cantidad de DNA para realizar la 

secuenciación a la vez que se reducen la obtención de duplicados de PCR. En la tabla 1 se enlistan 

el número de ciclos y la cantidad de DNA obtenido en cada caso. 

 

Tabla 1. Cuantificaciones de las bibliotecas de Hi-C  

Muestra Número de ciclos Concentración (ng/µl) Concentración (nM) 

☀️ CD_ZT4_rep1 5 5.78 17.51 

☀️ CD_ZT4_rep2 4 16.9 51.21 

🌙 CD_ZT16_rep1 4 13.1 39.69 

🌙 CD_ZT16_rep2 5 4.17 12.63 

☀️ HFD_ZT4_rep1 4 13.1 39.69 

☀️ HFD_ZT4_rep2 4 10.8 32.72 

🌙 HFD_ZT16_rep1 7 3.4 10.3 

🌙 HFD_ZT16_rep2 4 16.8 50.9 

☀️ tr-HFD_ZT4_rep1 4 7.35 22.27 

☀️ tr-HFD_ZT4_rep2 4 15 45.45 

🌙 tr-HFD_ZT16_rep1 4 16 48.48 

🌙 tr-HFD_ZT16_rep2 7 6.95 21.06 

 

 

Posteriormente como último control antes de la secuenciación, se amplificó una pequeña 

fracción de las bibliotecas durante 40 ciclos y la mitad de cada reacción se digirió con la enzima ClaI, 

para verificar que en su mayoría estuviera compuesta de material de Hi-C. (Figura 22). En la mayoría 

de los casos la digestión es sutil y es más notoria en los fragmentos por debajo de los 500pb. Se 

tuvo que repetir la ligación de la CD ZT16 réplica 2, ya que no se observó una amplificación en un 

inicio, del mismo modo no se observó una digestión de la biblioteca amplificada. Sin embargo, ya que 

el resto de los controles se observaron de acuerdo con lo esperado se decidió continuar con la 

biblioteca con la reserva de que pueda resultar menos eficiente y pueda ser necesario repetir el 

experimento. 
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa de la biblioteca de Hi-C amplificada y posteriormente 

digerida con ClaI ara los grupos CD A, HFD B y tr-HFD C. 

 

Finalmente, las bibliotecas se llevaron a TapeStation 2200 (Agilent Technologies) para verificar 

la distribución de tamaños de las moléculas que conforman la biblioteca y confirmar la concentración 

de las mismas (Figuras 23-25).  
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Figura 23. Resultados de TapeStation para las bibliotecas de Hi-C, grupo CD, se señala el promedio de los 

fragmentos con azul 
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Figura 24. Resultados de TapeStation para las bibliotecas de Hi-C, grupo HFD, se señala el promedio de los 

fragmentos con azul 
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Figura 25. Resultados de TapeStation para las bibliotecas de Hi-C, grupo tr-HFD, se señala el promedio de 

los fragmentos con azul 
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De manera general todas las bibliotecas se comportaron de acuerdo con lo esperado con la 

salvedad de CD ZT4 réplica 1 y CD ZT16 réplica 2, en los que la curva se ve aplanada en comparación 

con el resto. Sin embargo, en el laboratorio se han secuenciado previamente experimentos con una 

distribución similar y han resultado eficientes. También resalta la tención de un aparente pico de 

secuencias de alrededor de 300 pb que parece ser recurrente en todas las bibliotecas, sin embargo, 

esto parece ser un artefacto del equipo TapeStation con el que se cuenta en IFC, ya que no aparecen 

en reportes de Bioanalyzer entregados previos a la secuenciación de las bibliotecas.  

Actualmente todas las bibliotecas se han secuenciado. Sin embargo, los análisis bioinformáticos 

descritos a continuación se limitaron a los experimentos del grupo sometido a HFD, con dos réplicas 

biológicas por punto temporal circadiano. 
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3. Análisis bioinformático, control de calidad de las secuencias 

 

Al recibir las secuencias se envía también un reporte de la calidad de las mismas en términos 

del Phred quality score. En todos los casos las lecturas mostraron un score promedio bastante bueno, 

mayor a 35 a lo largo de las 150 pares de bases de cada lectura. Dado que las bibliotecas de Hi-C 

requieren de un gran número de lecturas, y por lo tanto una cantidad considerable de poder de 

cómputo y almacenamiento, se evaluó otros aspectos de calidad de las lecturas con una muestra de 

50 M de lecturas (>10% de las lecturas totales) de cada experimento. En estas muestras se identificó 

a través de FastQC (v0.11.8) que las lecturas no poseían cantidades de adaptadores detectables por 

el algoritmo por lo que se determinó que no era necesario realizar un corte de las secuencias.  

 

El primer paso al contar con la información de la calidad de las secuencias fue mapear las 

lecturas e irlas filtrando hasta obtener pares de interacción válidos y únicos. Se compararon las cifras 

obtenidas de las bibliotecas con experimentos previos del laboratorio en células de ratón y referido 

aquí como Hi-C MFM, así como un  experimento de Low-C, adaptación del protocolo de Hi-C para 

cantidades iniciales de material biológico bajas también del laboratorio e identificado aquí como Low-

C MFM. 

 

 Las lecturas obtenidas se analizaron por medio del pipeline HiCUP el cuál realiza el mapeo de 

las mismas y posteriormente lleva a cabo un análisis específico para Hi-C obteniendo los pares de 

lecturas válidos, es decir que corresponden a interacciones entre secuencias del genoma. También 

HiCUP nos indica la calidad del experimento mostrando el porcentaje de las lecturas que resultan en 

lecturas no informativas derivadas del experimento. Dichas lecturas incluyen eventos que surgen 

naturalmente del protocolo en cierta proporción como son fragmentos biotinilados y no ligados 

correctamente, así como dúplicas de PCR, entre otras.  

 En la tabla 2 se muestran las cifras y porcentaje de lecturas que van siendo filtradas desde las 

lecturas totales, las mapeadas de manera pareada, los pares de lecturas válidos, las lecturas únicas 

(después de remover dúplicas de PCR),  y finalmente la eficiencia neta como porcentaje. 

 

 

 

 



60 

 

Tabla 2. Número de lecturas totales y porcentaje de lecturas que se van obteniendo a lo largo del pipeline 

HiCUP para cada experimento. 

Experimento Total Pareadas % Pareadas Válidos % Válidos Únicas %Únicas 
% Eficiencia 
neta 

Hi-C MFM  266336305 165258505 62.05 135220903 81.82 133716950 98.89 50.21 
Low-C MFM 488177393 300779027 61.61 292456506 97.23 261781117 89.51 53.62 

HFD 
ZT4_rep1 620660904 419156560 67.53 409447999 97.68 254930681 62.26 41.07 

HFD 
ZT4_rep2 507,751,998 342,587,461 67.47 331,247,056 96.69 244,556,766 73.83 48.16 

HFD 
ZT16_rep1 435,212,021 296,948,664 68.23 289,418,328 97.46 207,564,469 71.72 47.69 

HFD 
ZT16_rep2 425683455 278289454 65.37 272927049 98.07 180569889 66.16 42.42 

 

 

La comparación entre experimentos (Figura 26), mostró porcentajes bastante favorables en las 

lecturas pareadas y en la proporción de los pares válidos entre los experimentos del presente trabajo, 

grupo HFD, y los experimentos de referencia. Sin embargo, el porcentaje de pares únicos resultó muy 

por debajo del estandar para experimentos del laboratorio, y también de acuerdo a lo esperado dado 

el número de ciclos que se eligió para amplificar las bibliotecas en cuestión (4 ciclos y 7 ciclos para 

la biblioteca de HFD ZT16 rep1). De momento no hemos podido dilucidar la posible causa de esto. 

Una opción es que se hayan diluido de más las muestras, factor que a su vez aumenta la presencia de 

lecturas duplicadas. Sin embargo, la eficiencia neta de los experimentos generados en este trabajo es 

comparable con la obtenida en Hi-Cs ya publicados y en Hi-Cs elaborados previamente en el 

laboratorio (Figura 26 y Tabla 2). 

 

Una vez obtenidos los pares válidos de cada experimento se construyeron matrices de 

contactos genómicos utilizando los programas HiC-Pro y HiCExplorer. Utilizando las matrices 

generadas con HiCExplorer en formato .cool se computó un  análisis de correlación de Pearson entre 

los cuatro experimentos. Resultado de este análisis se encontró que los cuatro experimentos muestran 

una alta correlación entre sí, lo cuál es esperado ya que se trata de un mismo tejido y una misma 

dieta. La correlación fue casi perfecta entre las réplicas: 0.98 para el ZT4 y 0.97 para  el  ZT16. Por 

esto se puede concluir que hay una alta coherencia entre las réplicas, ofreciendo la posibilidad de 

sumar la información de ambas réplicas para de este modo alcanzar una mayor resolución y robustez 

en la información obtenida a partir de estas bibliotecas, de ser necesario. 
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Figura 26. Comparación de porcentajes de lecturas para cada paso del filtraje de lecturas útiles. Comparación de 

la eficiencia neta de los experimentos considerando el número de lecturas totales y el número de lecturas únicas. 

 

 

Posteriormente se realizó un control de calidad específico para experimentos de Hi-C, que 

consiste en graficar el conteo de contactos genómicos en función de la distancia (Figura 27). Para 

cada uno de los cuatro experimentos se observó el patrón esperado y reportado para experimentos 

de Hi-C exitosos, en el cual los conteos de contactos genómicos disminuyen conforme la distancia 

entre dos regiones aumenta. Este resultado indica que los experimentos son eficientes y la mayoría 

de los contactos recapitulados se encuentran en regiones cercanas del genoma. 
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Figura 27. Conteo de contactos de 

Hi-C en función de la distancia 

genómica para los experimentos 

de Hi-C en WAT de animales 

alimentados con HFD. 
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4. La compartimentación del genoma en tejido adiposo de ratones alimentados 

con dieta alta en grasa es altamente estable en los puntos de muestreo 

circadiano 

 

Con el objetivo de identificar si a la escala de compartimentos pudiera haber diferencias 

dependientes del momento del día en en el grupo de dieta alta en grasa se utilizó el pipeline dcHiC. 

 

En primer lugar se determinó la proporción del genoma que se encuentra en compartimento 

activo A, o en compartimento inactivo B para ambas condiciones. En ambos casos la proporción resultó 

ser bastante similar (Figura 28). La porción del genoma  de ratón que se empleó para estos análisis 

corresponde a un total de 2563.5 Mb. Para la condición ZT4 un total de 1186.1 Mb (46.27% ) se 

encontraron en compartimento A, mientras que para el compartimento B fue un total de 1377.4 Mb 

(53.73%). Para el ZT16 un total de 1195.6 Mb (46.64% ) se asignó a compartimento A y el 

compartimento B fue un total de 1367.9 Mb (53.36%). 

 

 

 

Figura 28. Proporción de cada compartimento identificadas con el programa dcHiC para cada una de 

las condiciones y considerando los datos de dos réplicas biológicas en cada caso. Datos para WAT de animales 

alimentados con HFD. 

 

Se realizó una inspección visual para confirmar que la cromatina se segrega en compartimentos 

a escala de cromosomas completos y también, para verificar que los compartimentos identificados con 

dcHiC son consistentes se comparó el patrón de compartimentación con datos obtenidos con 

HiCExplorer (Figura 29) .  Lo que se logra observar en el cromosoma que se muestra como ejemplo 

en la figura (cromosoma 14) aplica para el resto de cromosomas. El patrón de compartimentación es 
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similar utilizando ambos programas, y ambos son coherentes con el patrón observado en las matrices 

de contactos. 

 

 

 

Figura 29. Matrices de contactos del cromosoma 14, como ejemplo, para ambas condiciones con la 

señal de componente principal (PC) obtenido con HiCExplorer y con dcHiC. Los valores positivos indican 

regiones con asignación a compartimento A mientras que las regiones con valor negativo corresponden a 

regiones en compartimento B. Datos para WAT de animales alimentados con HFD. 

 

 Respecto al análisis diferencial realizado con dcHiC, no se identificaron regiones que cambien 

su de compartimento A a B o viceversa del ZT4 al ZT16 de manera significativa con la resolución de 

los experimentos. De manera general podemos decir que la compartimentazión genoma  se mentiene 

estable en general dentro del grupo de dieta alta en grasa al menos en los tiempos circadianos 

evaluados.  

 Además, el pipeline dcHiC también provee de un análisis a nivel de subcompartimentos que 

han mostrado llegar a tener una relevancia funcional110,111. dcHiC define los subcompartimentos 

mediante la magnitud del PC, dividiendo tanto el compartimento A como el compartimento B en 4 

subcompartimentos, numerados del 0 al 3, donde 3 es el valor más alejado del cero, positivo o 

negativo según sea el caso. La proporción de estos subcompartimentos en general es  similar en 

ambos puntos temporales (Figura 30).  
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 Figura 30. Proporción de cada categoría de subcompartimento identificada con el programa dcHiC 

para cada una de las condiciones y considerando los datos de dos réplicas biológicas en cada caso. Datos para 

WAT de animales alimentados con HFD. 

 

 Sin embargo, al examinar la asignación de subcompartimentos con detalle se encuentra que 

existen un conjunto de regiones genómicas que muestran una transición en las categorías de 

subcompartimentos entre ambos puntos temporales. Estas regiones representan un total de 484.8 

Mb (18.9% del genoma) y muestran transiciones ya sea en cambios en la magnitud sin cambiar de 

compartimento, por ejemplo de B2 a B0, o cambios de categoría de subcompartimento, por ejemplo 

de A1 a B1. Este segundo escenario constituye un total de 95.6 Mb (3% del genoma). Para poder 

corroborar que estas transiciones tienen una relevancia funcional será necesario complementar e 

integrar datos de expresion en los mismos puntos de muestreo lo cual se realizará más adelante y es 

una perspectiva derivada de la presente tesis. 
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5. Los Dominios Topológicamente Asociados de WAT de animales alimentados con 

HFD muestran diferencias circadianas en función de su orden de anidamiento 

 

  El siguiente nivel de organización del genoma que se exploró con los datos de Hi-C es el de 

los dominios topológicamente asociados (TADs) y subdominios anidados. Se utilizó el algoritmo 

rGMAPque identifica dominios topológicos utilizando matrices de Hi-C en el formato output de HiC-

Pro, además este programa es capaz de identificar dominios anidados. Se definió un orden de 

jerarquía de dominiosen el que el que los dominios de orden 3 se encuentran dentro de los de 

orden 2 y estos a su vez dentro de los dominios de orden 1 (Figura 31A). Para cada orden de 

dominios se identificaron cantidades similares en los puntos temporales de estudio. Se identificó un 

mayor número de dominios de orden 2 mientras que los dominios de orden 3 resultan ser los 

manos númerosos (Figura 31B). Esta información sugiere un patrón de  organización del genoma en 

dominios muy similar entre ambos tiempos circadianos. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Esquematización de la jerarquía de dominios identificados con rGMAP A. Conteo de dominios 

de los diferentes órdenes identificados con rGMAP para los puntos temporales de estudio B. Datos para WAT 

de animales alimentados con HFD. 

 

A continuación se realizó el computo de la fuerza de aisalamiento de las fronteras de  los 

dominios y subdominios detectados con rGMAP (Figura 32). Esto con el objetivo de dilucidar si estas 

estructuras genómicas pudieran permitir más o menos contectas a determinada hora del día o entre 

los órdenes de anidamiento de los dominios 

A B 
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No se observaron diferencias significativas en la fuerza de aislamiento de las fronteras entre 

los puntos temporales de estudio para ninguno de los órdenes de dominio, indicando que esta 

característica de las fronteras de los dominios prevalece a lo largo del día. Sin embargo, sí se observan 

diferencias significativas en la fuerza de aislamiento de las fronteras entre los diferentes órdenes de 

dominios y esta tendencia se mantienen en ambos tiempos circadianos. Como puede observarse la 

fuerza de aislamiento va disminuyendo de manera significativa en relación con la jerarquía de los 

dominios, siendo los dominios de orden 1 los que muestran una mayor fuerza de aislamiento, 

bloquenado las interacciones de las regiones dentro del dominio con regiones externas a este. Por 

otro lado en los subdominios anidados la fuerza de aisalmiento va disminuyendo. Este resultado 

significa que los subdominios son más permisivos en términos de cuantas interacciones cruzan entre 

ellos pero siempre contenidos dentro de TADs más grandes que dividen el genoma en unidades 

estructurales y de regulación.   

 

 

Figura 32. Score de iStrength para cada uno de los órdenes de dominio y para ambos tiempos 

circadianos. Se grafica el promedio + SEM (n=20, valores promedio de cromosomas 1-19 y cromosoma X) se 

realizó una prueba de ANOVA de dos vías y Tukey post hoc para comparaciones múltiples, **** p<0.0001. 

Datos para WAT de animales alimentados con HFD. 
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Con el objetivo de identificar si estos dominios o subdominios pudieran ser dinámicos a lo 

largo del día se realizó una comparación entre los dominios identificados para ambos puntos del día. 

Se observa que en efecto existen dominios exclusivos de cada tiempo circadiano (Figura 33A). Estos 

dominios dependientes del tiempo del día aumentan en proporción a cuánto más anidado se 

encuentre el dominio (Figura 33B). Este resultado, en conjunto con las diferencias en fuerza de 

aislamiento sugiere que los subdominios dentro de otros más grandes permiten cierto dinamismo en 

la organización 3D del genoma de forma tiempo del día dependiente. 

 

 

   

 

 

Figura 33. Diagramas de Venn en 
los que se ilustran los dominios de 
los diferentes órdenes dependientes 
del tiempo circadiano A.  Proporción 
de dominios de diferentes órdenes 
únicos de cada tiempo circadiano, se 
muestra el porcentaje que estos 
representan B. Datos para WAT de 
animales alimentados con HFD. 

A 

B 



69 

 

6. Los genes dentro de subdominios rítmicos de WAT de animales alimentados 

con HFD participan en procesos relevantes en el contexto d ela obesidad 

 

Una vez identificados los dominios diferenciales se mapearon los genes ubicados dentro de 

ellos y se realizó un análisis de enriquecimiento funcional de vías con la herramienta g:Profiler con el 

objetivo de estimar qué funciones moleculares y celulares pudieran verse reguladas por transiciones 

en la topología del genoma dependientes del tiempo. Para realizar el análisis se tomaron los dominios 

de orden 3 únicos tanto para el ZT4 como para el ZT16 dado que son los que muestran una mayor 

proporción de dominios únicos y a este punto no se puede distinguir si estos genes asociados a 

cambios en la topología puedan estar regulados al alta o a la baja. Además, al ser los más anidados, 

se evita de este modo realizar el análisis con información redundante.  

 

El análisis de enriquecimiento revela que los procesos y vías más enriquecidos relacionados 

con los genes ubicados en TADs diferenciales están relacionados principalmente con diversos 

procesos inmunes, procesos de señalización celular y endócrina, adhesión celular, hidroxilación de 

lípidos, homeostasis energética e incluso procesos de regulación de la expresión de genes (Figura 

34). Los procesos que se muestran corresponden a procesos identificados como drivers por el 

algoritmo de g:Profiler. Estos procesos se identifican considerando relaciones entre los elementos de 

todas las listas que converjan entre sí, buscando una aproximación basada en vínculos y coherencia 

funcional más que simplemente en la magnitud del valor de significancia. Se incluyen también las listas 

completas de las categorías: Función Molecular, Procesos Biológicos, Componentes Celulares, KEGG 

pathways, Reactoma y Factores de transcripción, para los genes dentro de todos los subdominios de 

orden 3 dependientes de tiempo (Figuras suplementarias 1-6), así como los específicos del ZT4 

(Figuras suplementarias 7-12),   y el ZT16 (Figuras suplementarias 13-18). 

 

Un hallazgo relevante es que entre los motivos de factores de transcripción hayados se 

encuentran los PPARs (Por sus siglas en inglés: Peroxisome proliferator-activated receptors), 

reguladores transcripcional muy importantes para el tejido adiposo que regulan procesos 

homeostáticos como la inflamación, adipogénesis, metabolismo de lípidos, homeostasis de glucosa y 

resistencia a la insulina. Además, estos factores pueden actuar como sensores de lípidos y se ha 

descrito su función tanto en procesos patológicos de la obesidad como en la respuesta plástica del 

tejido adiposo ante este tipo de enfermedades metabólicas112. Además, existen evidencias que señalan 

a los PPARs importantes en la integración del metabolismo y la ritmicidad circadiana al regular y ser 
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regulados por factores del reloj moleculares tales como BMAL1 y REV-ERB113. En el contexto de la 

obesidad se ha identificado que PPARγ descencadena la reprogramación del transcriptoma circadiano 

en hígado producto de la alimentación con dietas altas en grasa72.    

El hallar enriquecido el sitio de unión de los receptores PPARs en nuestros datos concuerda 

con las evidencias antes mencionadas y remarca la importancia de estos reguladores transcripcionales 

al integrar las señales nutricionales, los ritmos circadianos y el metabolismo.  

 

Figura 34. Análisis de enriquecimiento funcional de los genes contenidos en los TADs que cambian del 

día a la noche, se resaltan y enlistan las vías o procesos identificados como drivers por el algoritmo, esto 

quiere decir que son vías que convergen con otros elementos de las distintas listas. Resaltan un gran número 

de procesos inmunes, homeostasis energética, actividad de hidroxilasas lipídicas, silenciamiento génico post-

transcripcional mediado por RNAs, actividad de hormonas y el motivo de unión para PPAR. Abreviaturas; CMH: 

Complejo mayor de histocompatibilidad, JAK-STAT: Vía de Cinasas Janus- Proteínas transductoras de señales 

y activadoras de la transcripción, RISC: Complejos de silenciamiento inducidos por RNA. Datos para WAT de 

animales alimentados con HFD. 
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Para ejemplificar los cambios en la estructura de la cromatina a nivel de TADs, se muestra una 

región (chr19:45851411-46732234) con dominios diferenciales en los tiempos estudiados (Figura 

35). Esta región contiene al gen nfkb2, que codifica para la proteína p52, parte del complejo NF-κB. 

Este complejo tiene actividad de factor transcripcional y dirige la transcripción de genes involucrados 

en diversos procesos inflamatorios, incluida inflamación crónica de bajo grado característica de la 

obesidad.  Además, el complejo es necesario para la progresión de las complicaciones de los 

padecimientos metabólicos114,115. De manera interesante, NF-κB es capaz de modificar la ritmicidad en 

la expresión de genes interactuando directamente con al heterodímero CLOCK/BMAL1116,117. En 

hígado de ratón y bajo condiciones de retos alimenticios (HFD) NF-κB induce la transcripción de genes 

de respuesta inflamatoria, metabolismo de lípidos y genes del reloj molecular, así como una 

relocalización del heterodímero CLOCK/BMAL1  a lo largo de todo el genoma74. Estas evidencias 

sugieren a NF- κB como un candidato que dirige la transcripción rítmica en un contexto patológico, 

por lo que resulta relevante explorar los mecanismos que regulan su transcripción. 
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Figura 35. Reestructuración de subdominios en el locus de nfkb2. Los subdominios de orden 2 se 

muestran en azul, mientras que los de orden 3 se enmarcan en verde. Los círculos de línea punteada señalan 

interacciones que disminuyen del ZT4 al ZT16. Datos para WAT de animales alimentados con HFD. 

 

Como puede observarse en la figura 35, al ZT4 el locus de nfkb2 se encuentra estructurado 

en un subdominio de orden 2 con dos subdominios de orden 3 en su interior mientras que al ZT16 

disminuyen los contactos que cruzan entre los subdominios de orden 3, por lo que el dominio que 

los englobaba no se estructura más y estos subdominios pasan a ser de orden 2.  

 

Otro ejemplo interesante de regiones que se reestructuran de forma dependiente del día es el 

locus del miRNA miR181 (chr1:137042844-138199275) (Figura 36). En el presente trabajo entre 

las funciones enriquecidas de los subdominios diferenciales se encontró a procesos de silenciamiento 

post-transcripcional mediado miRNAs. Existen diversas evidencias de miRNAs regulando procesos 
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asociados a padecimientos metabólicos en diversos tejidos, incluido el WAT118. De manera particular 

el miR181 tiene una función como regulador post-transcripcional de la adipogénesis silenciando la 

expresión de TNF-α en WAT119. Este factor impide la diferenciación de los preadipocitos al inhibir la 

actividad de factores como C/EBP y Pparγ120, a su vez la inhibición de estos factores se asocia a la 

patogénesis de obesidad y resistencia a insulina121,122. 

En la figura 36, al ZT4 el locus de miR181 se encuentra estructurado en un dominio de orden 

1. Al ZT16 los contactos entre regiones dentro de este dominio, incluido el miRNA, interactúan con 

regiones río arriba estructurándose un nuevo domino de orden 1. El antes domino de orden 1 pasa a 

ser de orden 2 y se identifican también dos subdominios de orden 3 n su interior. 

 

En conjunto los resultados sugieren que los dominios pueden fungir como unidades funcionales 

de regulación temporal de la expresión de genes importantes en el contexto de padecimientos 

metabólicos en consecuencia a una dieta obesogénica. Para corroborar esta observación y como 

perspectiva de este trabajo se analizará la correlación de estos cambios con los cambios de expresión 

génica en los mismos tratamientos aquí estudiados y para los mismos puntos temporales. 
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Figura 36. Reestructuración de subdominios en el locus de miR181. Los dominios de orden 1 se marcan 

en negro, los de orden 2 en azul y los de orden 3 en verde. Los círculos de línea punteada señalan interacciones 

que aumentan en el ZT16 y contribuyen a la estructuración de un dominio más grande. Datos para WAT de 

animales alimentados con HFD. 
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IX. Discusión 

1. Generación del modelo de alimentación restringida en tiempo. 

Como se ha comentado en los resultados, en este trabajo logramos establecer un modelo 

murino de alimentación restringida en tiempo y caracterizar los diferentes estados metabólicos 

producto de diferentes dietas. Los datos recabados muestran un comportamiento similar a lo 

previamente descrito33 tanto para condiciones que desencadenan patologías metabólicas (grupo 

HFD), como para la aptitud metabólica y adaptación a retos nutricionales alcanzadas por la 

intervención en estudio en donde la dieta alta en grasa se administra de manera restringida en el 

tiempo (grupo tr-HFD).  

Las pruebas metabólicas  empleadas (Pruebas de tolerancia a glucosa e insulina) se han usado 

ampliamente en la literatura y permiten caracterizar homeostasis energética alterada (particularmente 

del metabolismo de glucosa), intolerancia a glucosa y resistencia a la insulina, procesos distintivos 

de padecimientos metabólicos123. Estas pruebas fueron concluyentes respecto al estado disfuncional 

en el grupo HFD y una respuesta en la que se mitigan los efectos adversos al restringir la alimentación 

en el tiempo, grupo tr-HFD. Sin embargo, se han reportado otro tipo de pruebas importantes para 

una mayor caracterización de modelos de obesidad124 y de dietas restringidas en tiempo33,125. Estas 

incluyen una caracterización de la estructura y función del tejido adiposo a través de examinaciones 

histológicas del WAT o mediciones de moléculas como leptina y adiponectina.  También mediciones 

acerca del metabolismo de lípidos (triglicéridos en plasma, colesterol total, lipoproteína de alta 

densidad y ácidos grasos libres), mediciones de la salud hepática (niveles de aminotransferasas) y 

mediciones del ritmo cardiaco, presión sanguínea e intercambio respiratorio. Este tipo de pruebas, 

además de ofrecer un panorama más completo de los estados metabólicos alcanzados con las 

diferentes dietas, completarían la interpretación fisiológica de los datos obtenidos como producto 

del análisis de los datos de la topología del genoma generados en este trabajo y de manera novedosa 

para la dieta restringida en tiempo. 

 

2. Estandarización y ejecución del protocolo de Hi-C para tejido adiposo. 

Una vez establecido el modelo murino, fue crucial estandarizar el protocolo de Hi-C in situ para 

el WAT, ya que se trata de un protocolo que no se había llevado a cabo en el laboratorio para ese 

tejido. Para este fin se realizó un experimento piloto, con tejido no experimental, en el que se 

corroboró que el protocolo de Hi-C del laboratorio puede emplearse de manera exitosa para el WAT. 

Se logró generar doce bibliotecas de Hi-C, para las tres condiciones alimenticias y a dos puntos 
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circadianos corroborando con una serie de controles a lo largo del protocolo que se trata de 

experimentos con un buen estándar de calidad. Cabe destacar que la generación de estas bibliotecas 

supone un importante aporte a la investigación científica dado que aún no se han descrito los 

mecanismos de regulación transcripcional y en un contexto circadiano del WAT bajo una dieta normal 

y aún menos bajo otros paradigmas de alimentación. Actualmente existe sólo una publicación en la 

que se analiza la organización tridimensional del WAT en un modelo de obesidad generada por 

exposición en estadios tempranos del desarrollo a BPA126, por lo que todo el trabajo aquí desarrollado 

resulta relevante en áreas de frontera de la investigación. 

 

3. Análisis bioinformático de datos de Hi-C en WAT, grupo HFD. 

Dentro de esta tesis se planteó como objetivo establecer los flujos de trabajo para análisis de 

datos genómicos provenientes de Hi-C utilizando el grupo de dieta alta en grasa (HFD) para dos 

tiempos circadianos, ZT4 y ZT16, por duplicados biológicos. Este análisis incluyó herramientas básicas 

para establecer la calidad de los experimentos de Hi-C, obteniendo el porcentaje de pares válidos y 

su filtrado, la construcción de matrices de interacción y el análisis de estructuras a los niveles de 

compartimento y de dominios topológicamente asociados. Finalmente, realizamos un llamado de TADs 

diferenciales entre los puntos temporales y anotamos los genes que ahí se ubican.  

 

3.1. Compartimentos cromatínicos en general estables entre el día y la noche 

 El primer hallazgo al analizar los datos de Hi-C fue que la segregación de la cromatina en 

compartimentos identificados mediante PCA se muestra altamente estable entre ambos tiempos 

circadianos para el tejido adiposo. Esta observación puede explicarse por diferentes razones; en 

primer lugar, el tejido adiposo no muestra una ritmicidad tan robusta, en comparación con otros 

tejidos como por ejemplo el hígado, en el que se han reportado un 16% de genes rítmicos en 

contraste con 4% en tejido adiposo blanco65. Experimentos de Hi-C resueltos en cuatro puntos 

temporales durante las 24 horas en el hígado de ratones alimentados con una dieta normal ad libitum 

mostraron que la porción del genoma que cambia su asignación de compartimento en el tiempo 

constituye un 17.3% del genoma96. Dada la menor proporción de genes rítmicos en WAT, es 

esperado que existan menos regiones del genoma que estén cambiando de compartimento en 

diferentes horas del día y será importante confirmar dicha observación en el grupo control del 

presente trabajo. En este sentido, la dieta alta en grasa ha demostrado disminuir la ritmicidad en la 

expresión de genes circadianos58,74. Por lo tanto, es probable entonces que esta estabilidad en la 

compartimentación se origine en la naturaleza del WAT bajo ese régimen de alimentación en donde 
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se promueven amplitudes menos robustas en la expresión de genes circadianos. Finalmente, esto 

puede deberse también a que los tiempos elegidos para el muestreo pueden no ser los que mejor 

representen las oscilaciones circadianas bajo estas condiciones. Se ha observado que bajo una dieta 

alta en grasa la expresión rítmica de genes no se encuentra sincronizada entre tejidos por lo que 

estos pueden tener diferentes acrofases en la expresión de genes76. Será importante completar el 

análisis de compartimentos en el resto de los tratamientos y puntos temporales y verificar con datos 

de expresión génica a una mayor resolución temporal si es que existen otros puntos temporales a 

los que haya un mayor cambio en la expresión de genes. 

 

 Si bien no hay grandes regiones que cambian su asignación de manera significativa entre 

compartimentos A y B, como se ha descrito para el hígado en condiciones normales, sí hay una 

porción del genoma que muestra cambios a nivel de subcompartimentos. Los compartimentos han 

cobrado relevancia como regiones dentro de compartimentos que tienen características que permiten 

definir más allá de la dicotomía de compartimento A o B. En un estudio que integra información de 

contactos genómicos con patrones de marcas epigenómicas y transcripción se identificaron 6 

subcompartimentos que pueden desglosar diferencias entre regiones transcripcionalmente activas 

(compartimento A) e inactivas (compartimento B)110. Se han desarrollado algoritmos cuya función es 

la de inferir la segmentación en estos subcompartimentos partiendo únicamente de las matrices de 

contactos tales como SNIPER111, Calder127  incluido dcHiC104,utilizado en este trabajo. Estos 

algoritmos muestran que las diferencias en subcompartimentos son variables entre tipos celulares y 

están asociadas a la heterogeneidad epigenética y transcripcional entre diferentes tejidos. En un 

modelo de diferenciación celular, en el que ocurren cambios en la transcripción de genes se ha 

demostrado que transiciones dentro de subcompartimentos identificados con dcHiC correlacionan 

con cambios sustanciales en la actividad transcripcional de los genes en estas regiones de 

transición104.  

Sin embargo, para poder concluir y robustecer las observaciones descritas en cuanto al cambio 

temporal de subcompartimentos para WAT de ratones alimentados con HFD será importante concluir 

el análisis en los diferentes tratamientos e integrar los datos topológicos con datos de cambios en la 

expresión de genes en las mismas condiciones. De confirmarse cambios a nivel de subcompartimentos 

asociados a cambios en la transcripción de genes el presente trabajo contribuiría también a la 

comprensión de procesos de regulación transcripcional a nivel de subcompartimentos que han 

recibido atención recientemente.  
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3.2 Dominios topológicamente asociados estables y subdominios dinámicos 

en el día y la noche 

 El siguiente nivel de estructuración del genoma que nos interesó fue el de los dominios 

topológicamente asociados o TADs. Observamos que los TADs de orden 1, muestran una mayor 

estabilidad temporal entre los puntos de muestreo. Esto concuerda con la observación a lo largo del 

ciclo diurno en hígado, en el que los TADs son estructuras altamente estables 96. Además, estas 

estructuras tienen fronteras con una mayor fuerza de aislamiento en comparación con fronteras de 

subdominios de órdenes 2 y 3, lo cual refuerza la observación de regiones del genoma que 

permanecen estables a lo largo del ciclo circadiano. Al analizar los subdominios anidados, de orden 

2 y 3, encontramos una decreciente fuerza en el aislamiento de sus fronteras. Esto significa que las 

mismas permiten que crucen una mayor cantidad de contactos entre subdominios. Estos contactos 

al interior de dominios (orden 1) que cruzan entre los subdominios anidados, reestructurándolos de 

manera dependiente del día, pueden corresponder a contactos entre enhancers y promotores. Se han 

descrito evidencias que ligan mecanismos estructurales en el genoma a lo largo del día dentro de 

dominios topológicos en el hígado de ratón. Por ejemplo, la cohesina, que en conjunto con CTCF 

estructura fronteras de dominios, es importante para facilitar contactos entre enhancers y 

promotores128.Particularmente esta observación se dio en una región que contiene un super-enhancer 

que establece contactos con CCGs. Por otro lado, un componente del reloj molecular REV-ERBα ejerce 

una función contraria, disrumpiendo asas de cromatina entre enhancers y promotores al reclutar 

complejos represores (NCoR-HDAC3) y evitando que proteínas que participan en la unión de estos 

elementos (BRD4 y MED1) se unan a la cromatina95, todo en el contexto de dominios estables.  Cabe 

mencionar también que se han descrito asas de cromatina tanto estables como rítmicas para los CCGs 

y que además muestran contactos entre genes con coherencia en su fase transcripcional 96,129. Esta 

combinación de estructuras estables y algunas con cierto dinamismo pueden ser las que generan la 

observación de nuestros datos en las que los subdominios, particularmente de orden 3 muestran 

cambios dependientes del momento del día. 

 Estas observaciones en contexto con los antecedentes descritos sugieren que las estructuras 

topológicas del genoma contenidas dentro de los dominios permiten cierto grado de dinamismo 

espaciotemporal en el WAT de animales alimentados con HFD. Considerando el enriquecimiento de 

genes implicados en procesos importantes en un contexto de obesidad consecuencia de la dieta 

sugiere que los mecanismos estructurales al interior de los TADs son importantes para la regulación 

de la expresión génica. Entre los genes que puede ser relevante prestar atención al comparar las 

diferentes dietas y el contexto circadiano están el receptor PPARγ que integra el metabolismo y la 
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ritmicidad circadiana, genes codificantes para proteínas del complejo NF-κB (nfkb1 y nfkb2) y para 

TNF-α, fuertemente implicados en procesos inmunes, además de otros genes no sospechados. 

Como se ha ido describiendo a lo largo de la discusión los datos acerca de la topología del 

genoma con los que podemos contrastar nuestros hallazgos son principalmente observaciones en 

hígado. Es por esta razón que será muy importante corroborar estas observaciones en el WAT y para 

el resto de las condiciones. El resto de las bibliotecas obtenidas (12 en total) serán analizadas de 

manera integral posteriormente como perspectiva del proyecto doctoral. 

Todo lo discutido en esta tesis refuerza el aporte a la investigación que supone el presente 

trabajo al proveer de información novedosa, de la topología del genoma del WAT, a este punto bajo 

HFD, pero con la perspectiva de ampliarlo con los datos de la dieta control y la dieta restringida en 

tiempo. La relevancia del trabajo radica también en que todo el conjunto de datos genómicos permitirá 

hacer análisis exploratorios a partir de los cuales se aumentan las posibilidades de nuevas preguntas 

y proyectos de investigación científica con un alto impacto en tópicos de salud. Tales como la obesidad 

y el estudio de intervenciones para su tratamiento y prevención como es el caso de la alimentación 

restringida en tiempo. 
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X. Conclusiones 

 

1. Los modelos de ratones bajo paradigmas de alimentación recapitulan los efectos adversos de 

las enfermedades metabólicas (HFD) o la adaptación metabólica incluso bajo desafíos 

nutricionales al promover la ritmicidad circadiana mediante la restricción temporal de la 

alimentación (TRF). En este sentido los modelos generados resultan relevantes para estudiar 

el impacto de la dieta en la enfermedad y en alternativas para tratarlas. 

2. La segregación de cromatina en compartimentos no muestra un cambio considerable entre el 

día y la noche para el tejido adiposo blanco de ratones alimentados con HFD para los puntos 

de muestreo evaluados. Esto correlaciona con la disminución general en la ritmicidad como 

consecuencia de la alimentación alta en grasa descrita en la literatura. 

3. Nuestros resultados sugieren que los TAD de orden 1 son más estables y pueden actuar como 

unidades estructurales y de regulación que permiten cierto nivel de dinamismo y ritmicidad 

en los subdominios anidados dentro de ellos. 

4. Los genes que pueden estar regulados por la estructura del genoma 3D en el tejido adiposo 

blanco de ratones alimentados con dieta alta en grasa ad libitum coinciden con genes que 

son relevantes para la función del tejido adiposos blanco y que, además, previamente se ha 

reportado que participan en la obesidad y padecimientos metabólicos, tales como procesos 

inflamatorios, homeostasis energética, señalización hormonal y silenciamiento de genes por 

RNAs. 

5. En nuestros datos hallamos enriquecido el motivo de unión para el factor PPAR como un 

posible regulador de los genes en dominios dependientes del tiempo circadiano. Este hallazgo 

remarca la relevancia de PPAR como un regulador maestro para el WAT que se ha descrito 

capaz de integrar la ritmicidad circadiana, la alimentación y el metabolismo. 
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XI. Perspectivas 

La principal contribución del presente proyecto fue generar todo el conjunto de datos que 

permitirán el explorar e investigar cambios en la regulación transcripcional mediada por la 

organización tridimensional del genoma ante diferentes señales nutricionales y en un contexto 

circadiano. Ya que se cuenta con todas las bibliotecas secuenciadas se proyecta realizar un análisis 

comparativo con el conjunto completo de datos de los tres grupos: Dieta control, Dieta alta en 

grasa ad libitum y Dieta alta en grasa a los diferentes niveles de organización del genoma, incluidas 

las asas de cromatina. En este trabajo no se exploró con detalle este nivel de estructuración. Sin 

embargo, la cercanía en el espacio tridimensional de secuencias reguladoras distales con los 

promotores de sus genes blanco tiene mucha relevancia en la regulación génica, tan sólo para el 

genoma humano se estima hasta 1 millón de secuencias regulatorias distales para regular los 

aproximadamente 20,000 genes codificantes para proteína anotados en el genoma130. 

Adicionalmente se ha descrito que existen asas de cromatina entre promotores y enhancers 

diferenciales a lo largo de las 24 horas del día96 y también que pueden cambiar como producto de 

dietas obesogénicas98. Por lo tanto, aunque no se haya incluido un análisis para identificar contactos 

entre enhancers y promotores de genes será muy importante considerarlo como perspectiva para 

los tres tratamientos generados en este trabajo y en el contexto circadiano. 

 

Como perspectiva también resultará importante el integrar los datos aquí generados con 

otro tipo de datos genómicos, en particular datos de expresión génica y accesibilidad en los que 

se está trabajando a la par en el grupo de la Dra. Lorena Aguilar Arnal (Instituto de Investigaciones 

Biomédicas), colaboradora del proyecto. 

Será fundamental contar con datos de expresión génica de WAT bajo los diferentes 

paradigmas de alimentación y en los mismos tiempos circadianos. Estos datos permitirán confirmar 

y caracterizar de una manera integral el papel en la regulación transcripcional de los 

descubrimientos en la topología genómica. Será importante también para identificar que procesos 

se encuentran sobre o sub-regulados en determinada dieta y tiempo del día. Específicamente para 

datos de Hi-C los datos de expresión también será muy importantes para orientar la señal de 

compartimentación emparejando las matrices de contacto con señal de RNA-seq de una misma 

dieta y hora del día. 

Por otra parte, los datos de accesibilidad permitirán identificar los motivos de factores de 

transcripción que pueden estar dirigiendo programas transcripcionales específicos de las diferentes 

dietas en el WAT. El ATAC-seq es un protocolo relativamente sencillo que permite identificar 
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regiones accesibles debido a la ocupación de proteínas en la cromatina131. Además, el ATAC-seq 

permite alcanzar una resolución de pares de base por lo permitirá dilucidar con gran precisión los 

motivos de factores transcripcionales enriquecidos en cada tratamiento y tiempos del día. El integrar 

los datos de ATAC-seq con datos de Hi-C permite enriquecer y robustecer los hallazgos. Por 

ejemplo, será posible realizar una búsqueda de factores en las fronteras de subdominios y asas de 

cromatina diferenciales para explorar algún factor que contribuya a reestructurar el genoma debido 

a las diferentes señales nutricionales y/o tiempo del día. 

 Finalmente, también existe la posibilidad de generar otro tipo de datos genómicos que 

contribuyan a caracterizar a mayor detalle la regulación transcripcional en las diferentes dietas. Por 

ejemplo, se puede integrar nuestro conjunto de datos con datos acerca de la distribución de marcas 

de histonas. Particularmente de aquellas asociadas a la actividad de elementos de regulación como 

la acetilación de la lisina veintisiete de la histona tres (H3K27ac). También resultaría relevante 

realizar inmunoprecipitación de cromatina para factores de transcripción candidatos identificados 

con los datos generados en este trabajo que regulen los programas transcripcionales detrás de los 

beneficios de la dieta restringida en tiempo. 
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XII. Anexos 

Figuras Suplementarias 

 

Figura suplementaria 1. Funciones moleculares enriquecidos de manera significativa (p < 0.05) en los 

genes dentro de los dominios que cambian entre tiempos circadianos. Destacan funciones inmunes, del 

metabolismo de moléculas lipídicas y procesos de señalización hormonal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

⮞Figura suplementaria 2. Procesos Biológicos enriquecidos de manera significativa (p < 0.05) en los 

genes dentro de los dominios que cambian entre tiempos circadianos.Destacan un gran número de procesos 

importantes para distintas células inmunes, incluidos macrófagos (Fagocitosis, adhesión célula-célula), 

homeostasis energética, Silenciamiento post-transcripcional por RNAs, 
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Figura suplementaria 3. Componentes celulares enriquecidos de manera significativa (p < 0.05) en los 

genes dentro de los dominios que cambian entre tiempos circadianos. Destacan complejos de 

inmunoglobulinas, El Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), El complejo de silenciamiento inducido 

por RNA (RISC). 

 

 

Figura suplementaria 4. Vías de KEGG enriquecidas de manera significativa (p < 0.05) en los genes 

dentro de los dominios que cambian entre tiempos circadianos. Destaca el metabolismo de ácido linoleico, 

componente importante de la dieta empleada aquí. 
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Figura suplementaria 5. Vías de reactoma enriquecidas de manera significativa (p < 0.05) en los genes 

dentro de los dominios que cambian entre tiempos circadianos. Destacan un enriquecimeinto en procesosde 

sistema de complemento importante en procesos inflamatorios, fosfolípidos implicados en fagocitosis,  y 

activación de NFκB. 

 

 

Figura suplementaria 6. Motivos de factores de transcripción enriquecidos de manera significativa (p < 

0.05) en los genes dentro de los dominios que cambian entre tiempos circadianos. Destaca el motivo de PPAR, 

receptores que integran metabolismo y ritmicidad circadiana. 
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Figura suplementaria 7. Funciones moleculares enriquecidos de manera significativa (p < 0.05) en los 

genes dentro de los dominios exclusivos de ZT4. Destacan funciones de unión para procesos inmunes y 

actividad de hidroxilasas. 
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Figura suplementaria 8. Procesos Biológicos enriquecidos de manera significativa (p < 0.05) en los 

genes dentro de los dominios exclusivos de ZT4. Destacan procesos de respuestas inmunes como adhesión 

celular, fagocitosis, activación de complemento, presentación de antígenos. También se enriquecen procesos 

catabólicos y de hidroxilación de lípidos. 
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Figura suplementaria 9. Componentes celulares enriquecidos de manera significativa (p < 0.05) en los 

genes dentro de los dominios exclusivos de ZT4. Se destacan complejos inmunes. 

 

 

Figura suplementaria 10. Vías de KEGG enriquecidas de manera significativa (p < 0.05) en los genes 

dentro de los dominios exclusivos de ZT4. Se destacan procesamiento y presentación de antígenos y 

metabolismo de ácido linoleico. 
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Figura suplementaria 11. Vías de reactoma enriquecidas de manera significativa (p < 0.05) en los genes 

dentro de los dominios exclusivos de ZT4. Destacan procesos de activación del sistema de complemento, 

activación de procesos inmunes, incluida la vía de NFκB. 

 

 

Figura suplementaria 12. Motivos de factores de transcripción enriquecidos de manera significativa (p 

< 0.05) en los genes dentro de los dominios exclusivos de ZT4. Destaca el motivo para c-Rel que es miembro 

de la familia proteíca del complejo NFκB. 
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Figura suplementaria 13. Funciones moleculares enriquecidos de manera significativa (p < 0.05) en los 

genes dentro de los dominios exclusivos de ZT16. Se encuentran enriquecidos procesos de unión para 

señalización celular y procesos inmunes. 
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Figura suplementaria 14. Procesos Biológicos enriquecidos de manera significativa (p < 0.05) en los 

genes dentro de los dominios exclusivos de ZT16. Destacan en primer lugar la homeostasis energética, 

procesos de señalización y silenciamiento génico por RNAs además de proces inmunes. 
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Figura suplementaria 15. Componentes celulares enriquecidos de manera significativa (p < 0.05) en los 

genes dentro de los dominios exclusivos de ZT16.Destacan complejos de silenciamiento post-transcripcional  

por RNAs y de inmunoglobulinas. 

 

 

Figura suplementaria 16. Vía de KEGG enriquecidas de manera significativa (p < 0.05) en los genes 

dentro de los dominios exclusivos de ZT16. Se trata de el proceso de necroptosis, cabe mencionar que la 

muerte celular es una de las características del WAT disfuncional por dietas altas en grasa. 
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Figura suplementaria 17. Vías de reactoma enriquecidas de manera significativa (p < 0.05) en los genes 

dentro de los dominios exclusivos de ZT16. Destacan vías de señalización y del sistema de complemento. 

 

 

Figura suplementaria 18. Motivos de factores de transcripción enriquecidos de manera significativa (p 

< 0.05) en los genes dentro de los dominios exclusivos de ZT16. Destaca el motivo para el factor PU.1 que se 

ha descrito su papel en el desarrollo de resistencia a insulina en ratones alimentados con HFD132. 
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Composición de dietas empleadas 
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Soluciones para HiC 

Buffer de lisis:  

• 10mM Tris-HCl pH8  

• 0.2% Igepal CA-420  

• 10 mM NaCl  

 

Tween Buffer 1x, TB:   

• 5mM Tris-HCl pH8  

• 0.5mM EDTA 

• 1M NaCl 

• 0.05% Tween 20 

 

2x No Tween Buffer, 2x NTB:  

• 10mM Tris-HCl pH8 

• 1mM EDTA  

• 2M NaCl 

 

1x No Tween Buffer, NTB: 

• 5mM Tris-HCl pH8 

• 0.5mM EDTA  

• 1M NaCl 

 

0.5x Tween Buffer, 0.5x TB:   

• 2.5mM Tris-HCl pH8  

• 0.25mM EDTA 

• 5mM NaCl 

• 0.025% Tween 20 

 

 

 

 

Oligonucleótidos Utilizados 
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Tabla 2. oligonucleótidos empleados para los controles de PCR para validar los experimentos de HiC.  

Identificador Secuencia 

mHist1h4i_R1 CGGTTTACATACTGAAAACATTC 

mHist1h4i_R2 GACAATGTGGCATGTGACTA 

mHist1h2bf_R GAACTCGTTTGTGAACGACA 
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