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Resumen
Los ritmos diarios en la luz y la temperatura son una variable inevitable que gobierna el

ambiente en el que los seres vivos se desarrollan en la superficie del planeta. La fisiologia de
todos los seres vivos sobre la Tierra se ha alineado a los cambios ritmicos mediante la ayuda
de un reloj bioldgico que ocurren a través de los ritmos circadianos, y el ser humano no es la
excepcion. Esta alineacion ha servido como via de adaptacion a los cambios en el ambiente
por su capacidad intrinseca fisiologica de anticipar los cambios esperados que son
consecuencia del ciclo del dia y la noche. Los ritmos circadianos en humanos se han visto
afectados en las Ultimas décadas debido a los horarios irregulares que han sido favorecidos
por avances tecnoldgicos y que rompen con los patrones naturales de la ritmicidad diarios de
luz, temperatura, acceso al alimento y otros factores bioldgicos. Esta alteracién en los
horarios de actividad da lugar a un estado comprendido hoy dia como desincronizacion
circadiana, el cual se vincula con una mayor incidencia de enfermedades metabolicas; por lo
que han sido de interés en la investigacion biomédica bésica en los ultimos afios. En este
trabajo se resume y analiza la evidencia reciente que existe sobre el rol de los ritmos
circadianos en el metabolismo y cdmo este se ve afectado por patrones de desincronizacion
circadiana. Finalmente, se propone un protocolo experimental para evaluar los efectos de la
desincronizacion circadiana cronica en los tejidos periféricos y su posible afeccion

metabolica.
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MESOR
NSQ
TRH

CT

ZT

PRC
CCG
CLOCK
BMAL
ADN
RRE
DBP
REV-ERB
ipCGR
PACAP
NPY
VIP
CAR

GRP

Tabla de abreviaciones
Estimador estadistico de la linea media del ritmo
Nucleo supraquiasmatico
tracto retino-hipotalamico
Tiempo circadiano
Tiempo del zeitgeber
Curva de respuesta de fases
Genes controlados por reloj
Ciclos circadianos locomotores de salida kaput
Receptor nuclear translocador de aril hidrocarburos en cerebro y musculo
Acido desoxirribonucleico
Elementos retinoicos de respuesta
Proteina de unidn al sitio B
Virus de eritroblastosis de reversa
Células ganglionares intrinsecamente fotosensibles en la retina
Péptido pituitario neuroactivo adenilato-ciclasa
Neuropéptido Y
Polipéptido intestinal vasoactivo
Calretinina

Péptido liberador de gastrina



AVP Péptido arginina vasopresina

GAD Glutamato decarboxilasa

USF Proteina histona lisina desmetilasa
ATP Adenosin trifosfato

ROS Especies reactivas de oxigeno
NAD Nicotinamida adenina dinucle6tido
SIRT Sirtulina

CPT Carnitina palmitoil transferasa
FAO Oxidacién de acidos grasos

NAMPT Nicotinamida fosforibosil transferasa

PDT Piruvato deshidrogenasa

CNS Sistema nervioso central

AMPK Proteina cinasa activadora de AMP
HIF Factor inducible a hipoxia

GCK Glucocinasa

GLUT Glucotransportadores

GSK3 Glucogeno sintasa quinasa
NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
NRF Factor nuclear eritroide

PKA Proteina cinasa A

bZIP Cierre basico de leucina



AMP Adenosin monofosfato

PVN Nucleo paraventral

ARC Nucleo arqueado hipotalamico
POMC Neuronas de proopiomelanocortina
GLU Glutamato

SNS Sistema nervioso simpatico

3V Tercer ventriculo

VLDL Lipoproteina de muy baja densidad
CoA Coenzima A

ACLY ATP citrato liasa

ACACA Acetil CoA carboxilasa

ApoB Apolipoproteina B

BAT Tejido adiposo pardo

UCP Proteina desacoplante

LH Hipotalamo lateral

PPARs Receptores activados por proliferador de peroxisomas
CKlo/e Caseina cinasa 1

GABA Acido gamma-aminobutirico

USF1 Proteina histona lisina desmetilasa

SIRT Sirtuina deacetilasa dependiente de NAD

GLUT Receptor transportador de glucosa



NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NRF2 Factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide



PARTE I: GENERALIDADES DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

Conceptos principales de los ritmos circadianos

Un ritmo es una forma de repeticion constante en un determinado tiempo. La ritmicidad es
una caracteristica intrinseca en los fendmenos que ocurren en nuestro planeta que son
consecuencia del movimiento de rotacion donde se alternan periodos de luz y oscuridad y de
temperatura por la incidencia de los rayos de luz solar sobre la superficie terrestre y que se
repiten cada 24 horas. Las horas de luz respecto a las de oscuridad, y con ello la temperatura,
se alternan con distinta duracién segun la localidad y época del afio. Los ritmos circadianos
son los cambios en la fisiologia y conducta de un organismo en coordinacion con los ritmos
diarios del ambiente. Un ejemplo de un ritmo circadiano es el ciclo de suefio-vigilia que en
humanos coincide con el periodo de luz-oscuridad, pero no depende de este completamente
ya que en condiciones de completa oscuridad el ritmo circadiano sigue existiendo, por lo que

tiene un mecanismo enddégeno (Gumz, 2016).

La etimologia de la palabra circadiano viene del latin circa (alrededor de) y diem (dia), asi
que circadiano significa alrededor de un dia. Una funcién bioldgica presenta ritmo circadiano
cuando éste persiste independientemente del ritmo externo, pero se repite con una duracion
aproximada a un dia. En el ejemplo anterior, la fase de suefio en animales se presenta aun
cuando los sujetos se mantienen en completa oscuridad. En cronobiologia esta condicién de
completa oscuridad permite ver el ritmo enddgeno en libre curso (free running, en inglés) y
nos muestra la duracion de los ritmos circadianos regulada por el propio organismo; por
ejemplo, el periodo del ritmo en libre curso del ciclo de actividad de un ratén dura cerca de
23.7 h, mientras que el de los humanos y ratas dura cerca de 24.2 h (Gumz, 2016), lo que
significa que durante condiciones normales el ritmo circadiano de las funciones y actividades
de los organismos vivos esta sincronizado con estos fendmenos externos, y aunque existen
procesos bioldgicos con ritmicidad variable (desde segundos hasta afios), los ciclos

circadianos son los de interés para este trabajo.

Antes de comenzar a ahondar en las caracteristicas propias de los ritmos circadianos, es

importante definir algunos conceptos:



La Figura 1 ilustra los pardmetros de una oscilacion en donde se representa una alternancia
de fases de luz y oscuridad (representadas con barras blancas y negras respectivamente).
Cada fase dura 12 horas y el periodo de oscilacion dura 24 horas. También se ilustran otros
pardmetros necesarios como referencia para el estudio de los ritmos circadianos: el periodo
es el parametro que indica el tiempo que tarda en repetirse un ciclo. La acrofase es el punto
mas alto de la variable. La batifase es el punto mas bajo . La amplitud del ritmoes el
cambio en la intensidad de la variable osciladora desde su media a su cresta o desde sumesor
a su acrofase en que sucede la mayor amplitud del ritmo cuando se trata de un ajuste
matematico de la oscilacion. EI MESOR (Midline Estimating Statistic of Rhythm por sus
siglas en inglés) es la tendencia media central de los valores del ritmo ajustados a la curva
coseno (Garaulet et al., 2013). La amplitud también puede considerarse desde el punto mas
bajo hasta el punto mas alto de la curva, en funcién de la magnitud original de la variable.

Periodo
_.Acrofase I

Actividad
=
8
X

“---"Batifase

Tiempo
(Zeitgeber)

Figura 1. llustracion de los pardmetros de una oscilacién modelo. Las barras indican un ciclo externo al cual

esta sincronizada la oscilaciéon. Creado en Biorender.com

Caracteristicas principales de los ritmos circadianos

Los ritmos biolégicos son patrones que existen en maltiples procesos bioldgicos como la
division celular, la excrecion de electrolitos, los cambios en la frecuencia cardiaca y presion
arterial, los cambios en los niveles de muchas hormonas. Esto implica que la homeostasis
regulada por los ritmos circadianos sea predictiva ademas de reactiva, lo cual confiere una

ventaja ante factores externos. La homeostasis circadiana sienta las bases de la regulacion
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para optimizar los procesos fisioldgicos y de esta manera, se encarga de regular procesos
diarios para guardar la energia necesaria para responder ante estimulos externos
impredecibles (Gumz, 2016). Los ritmos circadianos se caracterizan por tres rasgos

fundamentales: son enddgenos, se sincronizan con el ambiente y compensan la temperatura.

Caracteristica de endogeneidad

Los ritmos circadianos son independientes de la ritmicidad en los ciclos externos. Esto
significa que si quitamos del ambiente el ritmo de luz-oscuridad, el ritmo circadiano de
suefio-vigilia, por ejemplo, seguiré existiendo. Esta caracteristica solo se puede observar en
condiciones experimentales, pues por lo general no se pueden evitar los factores ciclicos
ambientales como el ciclo de luz-oscuridad fuera de un laboratorio (a excepcién de algunos

ambientes extremos).

Los primeros descubrimientos de la endogeneidad de los ciclos circadianos vinieron a través
de los experimentos realizados en 1729 por Jean-Jacques de Mairan con la planta Mimosa
pudica que tiene la caracteristica de cerrar sus hojas y pedinculos aproximadamente a la
misma hora todos los dias, que en este caso coincidia con el atardecer (revisado en Migliori,
2012). Jean-Jacques de Mairan descubrié que el movimiento de las hojas no tenia que ver
con la luz solar, pues al dejarlas en completa oscuridad por dias se seguia observando estos
movimientos. Fue asi como se descubri6 la evidencia de la endogeneidad de los ritmos
circadianos. Posteriormente en el afio de 1819 Augustine Pyramus de Candolle contribuyd al
trabajo de Mairan con sus observaciones en el periodo de libre curso de M. pudica; de
Candolle not6 que durante el tiempo en el que la planta estaba expuesta a constante oscuridad,
el periodo en el que abria y cerraba sus hojas era entre 22 y 23 horas, menos de lo que dura
el periodo externo diario de 24 horas y concluyd que, aunque existe un “reloj interno” en la
planta, este debe estar coordinado con los ciclos externos de luz-oscuridad que duran
aproximadamente 24 horas ya que cuando no esta expuesta a estas condiciones el periodo se

ve acortado.

Para observar los ciclos circadianos sincronizados con los ciclos externos y el libre curso en
condiciones constantes es comun utilizar una representacion grafica conocida como
actograma, la cual representa graficamente las fases de actividad y descanso de un organismo

alo largo de un tiempo previamente definido (Sheredos et al., 2016). En la Figura, 2 se ilustra
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el actograma del ritmo de actividad locomotriz de un roedor nocturno, en el cual se muestran
periodos de actividad cuando las luces estan apagadas y periodos de descanso cuando se
encienden las luces (sombreado amarillo). Para evaluar el ritmo circadiano de suefio-vigilia
del roedor, se le dejé en una condicion de oscuridad constante (O:O). El ritmo circadiano de
actividad y reposo se muestra independientemente de la falta de luz, pero el bloque de
actividad empieza antes de lo esperado conforme va pasando el tiempo, debido a que este
ritmo circadiano tiene una duracion aproximada de, 23.7h (Gumz, 2016). Este recorrido hacia
la izquierda de la actividad indica que esta adelantando la fase de vigilia del organismo.
Cuando los ciclos circadianos duran méas de 24 horas el actograma mostrarian un recorrido

hacia la derecha en condiciones constantes.
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Figura 2. Actograma de roedor. Cada fila muestra 48 horas continuas y los dias estan apilados uno sobre otro.
Las manchas negras muestran actividad y los espacios en blanco muestran descanso. EI sombreado amarillo
indica el tiempo en el que las luces estuvieron encendidas, es decir que estuvieron expuestos a 12h de luz y 12
horas de oscuridad (12L:120 h) por tres semanas y posterior mente se le dej6 en oscuridad constante (O:0). La

franja roja indica la fase activa que se genera endégenamente en el animal (modificado de Gumz, 2016).

Caracteristica de sincronizaciéon

Los ritmos circadianos presentan una sincronizacion con los fenémenos diarios del ambiente.
Esto quiere decir que los ritmos circadianos se alinean a ciclos del dia y la noche como es el
caso de la liberacion circadiana de melatonina que coincide con el inicio de la fase de
oscuridad, lo que induce el ciclo de suefio en muchos organismos diurnos (Zisapel, 2018).

La sincronizacién con los ciclos externos permite también una sincronizacion interna de
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procesos fisiologicos ante factores ambientales, lo que da lugar a la optimizacion de
funciones, y la anticipacion ante eventos que generan cambios temporales en la fisiologia en

respuesta a estos (Aguilar 2015; Gumz, 2016).

En mamiferos el centro encargado de coordinar los ritmos circadianos es el ndcleo
supraquiasmatico (NSQ), la sincronizacién con los ciclos de luz y oscuridad se da a traves
de la interaccion del tracto retino-hipotalamico (TRH) del nervio dptico con el NSQ, que se
explicara mas adelante. En la naturaleza, los ciclos circadianos coinciden con los ciclos
externos. A los ciclos externos que actiian como sincronizadores de un ritmo circadiano se
les denomina Zeitgeber (del vocablo aleman Zeit: tiempo, Geber: dador; Turek, 2013).
Aunque el Zeitgeber mas importante es el ciclo de luz-oscuridad, hay otros ciclos externos
que actian como sincronizadores secundarios como los horarios de comida, el ejercicio

fisico, el suefio y las interacciones sociales.

En condiciones de oscuridad constante un ritmo circadiano se manifiesta en libre curso y su
periodo no se asocia a los ritmos de luz-oscuridad externos. Bajo estas condiciones las
unidades de tiempo en un ciclo se representan como tiempo circadiano (CT) o tiempo interno
del reloj bioldgico, por lo que el CT no sera el mismo que el tiempo del zeitgeber (ZT)
(Sehgal, 2004). Cuando se hacen experimentos en O:0, CT=0 corresponde al momento en el
que comenzaria el dia (dia subjetivo) y CT=12 cuando comenzaria la noche (noche
subjetiva). Debido a la estrecha relacion entre el ciclo de luz-oscuridad y los procesos
end6genos se considera la conducta asociada al inicio de la fase de luz como punto de
referencia del inicio del tiempo circadiano (CT=0). En animales nocturnos se esperaria ver
actividad durante la noche subjetiva (comenzando en CT=12) y descanso de actividad
durante el dia subjetivo (CT=0) (Koukkari y Sothern, 2006).

Para entender la respuesta de un ritmo en libre curso ante un zeitgeber se han propuesto
modelos que representan esta relacion de estimulo-respuesta como el modelo de
sincronizacion continua y el de sincronizacion discreta. EI modelo de sincronizacion discreta
se puede comprender mejor mediante la curva de respuesta de cambios de fase que
usualmente representa los cambios en la fase de inicio de la actividad circadiana de
organismos ante un estimulo luminico (Aguilar, 2015). En la Figura 3 se muestra la gréfica

de la curva de respuesta de fases con sus tres zonas caracteristicas:
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Zona muerta (en verde): ocurre durante el dia subjetivo y esta caracterizada por la
falta de respuesta a la luz, por lo que la fase de actividad observada después del pulso
de luz ocurre en el momento esperado.

Zona de retraso (en rojo): ocurre temprano en la noche subjetiva y esté caracterizada
por retrasos de fase, cuando la actividad después del pulso de luz ocurre después de
lo esperado.

Zona de avance (en azul): cuando la actividad después del pulso de luz ocurre antes

de lo esperado.
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Figura 3. Curva de respuesta de fases (PRC), modificado de Aguilar, 2015.

La sincronizacion paramétrica implica una accion constante de la luz sobre la velocidad
del periodo del ritmo y este efecto varia segln su intensidad y la hora del dia. Los estudios
realizados por Jirgen Aschoff (1960) han mostrado evidencia de una relacion lineal entre
el periodo del ritmo circadiano y el logaritmo de la intensidad de luz: especificamente, el
aumento de la intensidad de luz en condiciones de iluminacion constante o L:L acorta el
periodo circadiano de animales diurnos y alarga el periodo en los animales nocturnos.
Aunque hay algunas excepciones, la mayoria de los animales siguen este fendmeno

también considerado una de las reglas de Aschoff y que se ve representado en el valor del

periodo graficado en la Figura 4.
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Figura 4. Regla de Aschoff,. Se observa un aumento en la longitud de periodo a medida que la intensidad de
luz aumenta en animales nocturnos y una disminucion de este en animales diurnos (modificado de Koukkari y
Sothern, 2006).

Caracteristica de compensacion de la temperatura

Finalmente, el periodo de los ritmos circadianos se afecta muy poco si se observa a distintas
temperaturas constantes. Aunque toda actividad enzimatica depende de la temperatura para
acelerar o disminuir la velocidad de reaccion, existen mecanismos regulatorios que evitan
que los cambios en la temperatura afecten drasticamente los ciclos circadianos, lo que se

considera una compensacion de los efectos de la temperatura (Aguilar, 2015; Gumz, 2016).

Ritmos circadianos en distintos grupos de seres vivos

Los ciclos circadianos tienen un origen genético que difiere entre taxas. Existe una oscilacién
de expresion génica a nivel celular como resultado de asas de retroalimentacion de
transcripcion y traduccion, que permiten inhibir su propia transcripcion generando ritmicidad
alrededor de las 24 horas, junto con una cascada de eventos transcripcionales y
postranscripcionales que involucran cientos de genes blanco o también llamados “genes

controlados por reloj” (Turek, 2005; Partch, 2014).

Aungue inicialmente se creia que los ritmos circadianos solo existian en células eucariotas,
desde 1990 se ha observado la existencia de ellos en cianobacterias. Debido a su peculiar

caracteristica de ser fijadoras de nitrogeno y organismos fotosintéticos, se ha demostrado que
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estos procesos estan separados temporalmente, por lo que hay una oscilacion de enzimas

fotosintéticas y fijadoras de nitrogeno en condiciones de total oscuridad (Sehgal, 2004).

Otros organismos méas complejos también han sido estudiados para evaluar el componente
molecular de los ciclos circadianos. La mosca de la fruta Drosophila melanogaster fue el
primer organismo en el que se realizé analisis genético de los mecanismos de reloj circadiano
y que fueron de gran importancia para entender los mecanismos en mamiferos, pues
comparten homologia en diversos genes de reloj. Los genes de reloj més estudiados en D.
melanogaster son los genes Per y Tim, que producen ritmos en la actividad locomotora. El
gen Per, llamado asi por su importancia en el periodo del ritmo, el gen Tim lleva ese nombre
por la palabra “atemporal ” (en inglés Timeless) y expresa la proteina TIM, la cual trabaja de
manera conjunta con PER para controlar su expresion y la acumulacién y oscilacion del
heterodimero PER/TIM. Ademas, en D. melanogaster se han estudiado los genes Cry,
denominados de esta manera por su homologia con fotorreceptores criptocromos en plantas,

que tiene funcion de fotorreceptor circadiano (revisado en Mullington, 2003).

Los genes mas importantes que comparten los mamiferos con D. melanogaster son los genes
Per (Perl, Per2 y Per3), y dos genes Cry (Cryl y Cry2). Aunque no se ha mostrado la
presencia de Tim en mamiferos, existen otros genes ortélogos, poner ejemplos, que tienen

roles de reloj en este grupo de seres vivos (Mullington, 2003).

Los componentes principales que se han identificado en el reloj circadiano de los mamiferos

se pueden dividir en dos asas moleculares principales:

Vial

En esta via, ilustrada en la figura 5, los factores de transcripcion CLOCK (Circadian
locomotor output cycles kaput) y BMALL (Brain and muscle ARNT-like protein 1) forman
un dimero y se unen a una regién de ADN llamada E-box para promover la expresion de los
genes Per, Cry y Ccg (Clock controlled genes), que posteriormente se traduciran en proteinas
PER, CRY y CCG. Los Ccg cumplen con funciones de salida las cuales estan controladas
por sefalizaciones celulares del reloj dependientes de sefiales internas y externas. La
regulacion de los Ccg esta sujeta a la regulacion del reloj en todos los niveles: transcripcional,

post transcripcional, traduccional y post traduccional y estos tienen funciones especificas
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sobre el tejido en el que se encuentran. En el citoplasma, estas proteinas se unen en
heterodimeros y posteriormente son fosforiladas por la enzima CK1a/s para poder volver a
atravesar la membrana nuclear y cumplir su funcién como represor de la actividad de
CLOCK y BMALL. A este proceso de disminucion de la actividad de sus propios genes se

le conoce como asa de retroalimentacion negativa (Turek, 2005).

Citoplasma
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Figura 5. Modelo de asa molecular de retroalimentacion negativa en mamiferos. Los factores de transcripcion

BMAL1y CLOCK se unen a una region de ADN especifica llamada E-box para la transcripcion de las proteinas
CRY, PER y CCG las cuales salen del ntcleo celular. PER y CRY forman dimeros y vuelven a entrar al nicleo
para controlar su propia expresion. Creado con Biorender.com

Via Il

En esta via, ilustrada en la Figura 6, la regulacién de la transcripcion de BMALL se lleva a
cabo desde que la unién de BMAL1 y CLOCK a la E-box, de los genes Dbp (D- site binding
protein), Rev-erb a y pf (Reverse erythroblastosis virus). La proteina REVERB funciona
como inhibidor de la expresion de BMAL1, mientras que la proteina DBP actua como factor
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de transcripcion uniéndose a otra region del ADN llamada D-box, la cual promueve la
expresion del gen Ror a, By v (Retinoid-related orphan receptor). La proteina ROR se une a
su vez a los elementos retinoicos de respuesta del ADN (RRE) y promueve la expresion del
gen Bmall, por lo que ROR es importante para reiniciar el asa de expresion ritmica de
BMALL. Finalmente, la unién de ROR con REVERB forma un complejo que se une a RRE
para promover la expresion de Nfil3 (Nuclear factor interleukin-3-regulated protein), la cual
inhibe la expresion de ROR (Turek, 2005).
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Figura 6. Modelo de asa molecular de retroalimentacion positiva en mamiferos. Los factores de transcripcion
BMAL1 y CLOCK se unen a la E-box para transcripcion de las proteinas REVERB, DBP y CCG. REVERB
controla directamente la actividad de BMAL1, mientras que DBP se une a la regién D-box para la transcripcion
de ROR y CCG. ROR se une a la region RRE para controlar la transcripcion de BMAL1L, pero también puede
unirse REVERB y juntos controlan la transcripcion de NFIL3, la cual controla directamente la expresion de

ROR. Creado en Biorender.com.
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Los ciclos circadianos se han estudiado en una gran variedad de organismos, desde
cianobacterias hasta plantas, hongos y animales. Estos sistemas parecen haberse desarrollado

de manera independiente en los diferentes Phyla de organismos y existen las semejanzas
segun la cercania filogenética. Las presiones de la seleccion natural de los ciclos de dia y de
noche han dado lugar a que los mecanismos de ritmicidad entre distintos organismos
consisten en asas de retroalimentacion para la expresion génica, aunque los genes
participantes pueden variar entre especies, la regulacion molecular de los ciclos circadianos

presenta una convergencia evolutiva entre grupos de seres vivos (Turek, 2005).

Organizacion del sistema circadiano en mamiferos

Un oscilador es una estructura capaz de crear cambios periddicos en un medio interno.
Existen dos tipos de osciladores circadianos: el oscilador central, que rige los ritmos
circadianos, y los osciladores periféricos, que se encuentran en distintos tejidos del
organismo Yy que son sincronizados por la actividad del oscilador central, aunque en ambos

cada célula individual acta como oscilador circadiano autonomo (Turek, 2005).

El oscilador central (también llamado reloj central o marcapasos circadiano) es una estructura
distinta en los diferentes grupos de seres vivos, pero en todos cumplen la caracteristica de
modular los procesos bioldgicos con cierta ritmicidad. Esta modulacion es distinta entre
diferentes animales, por ejemplo, en los nocturnos la ritmicidad de algunos procesos
circadianos sera en un tiempo circadiano gue no coincide con los animales que son diurnos.
En condiciones de oscuridad constante los animales nocturnos tienen periodos menores a 24
horas, mientras que los animales diurnos tienen periodos generalmente mayores a 24 horas,
aunque existen excepciones. La estructura particular de los osciladores centrales varia de
acuerdo con la especie. En vertebrados hay estructuras complejas que fungen como reloj
central como la glandula pineal en aves y reptiles y el NSQ en mamiferos, las rutas de
informacion hacia el NSQ se entienden como vias aferentes y la ruta de informacion desde

el NSQ hacia otras estructuras se entiende como via eferente (Logan, 2019).
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En mamiferos este reloj maestro, oscilador central o marcapasos circadiano (nombres
utilizados indistintamente en la literatura cientifica) es el ndcleo supraquiasmatico (NSQ) del

hipotdlamo (Figura 7-A), y se conforma por dos grupos de neuronas en forma de nucleos

pequefios localizados en el hipotalamo anterior a los lados del tercer ventriculo en posicion
dorsal al quiasma Optico, de donde reciben informacion de los ciclos externos de luz-
oscuridad a través del tracto retino-hipotaldmico (TRH) (Garaulet et al., 2013). En ratones,
cada nucleo contiene aproximadamente10,000 neuronas en dos subdivisiones anatomicas, la
médula y la corteza. Los cuerpos neuronales en el NSQ son pequefios (aproximadamentel0
um) Yy tienen proyecciones dendriticas simples. En la mayoria de las neuronas los
neuropéptidos estan co-localizados con el neurotransmisor acido gamma-aminobutirico
(GABA), aunque algunas células pueden ser glutamatérgicas. La anatomia del NSQ varia
considerablemente entre especies y es mucho mas compleja de lo sugerido con la division

sencilla de médula y corteza (Welsh et al., 2010).

El nucleo supraquiasmaético (NSQ) es un marcapasos circadiano en mamiferos
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Figura 7. A. Localizacion de NSQ en humanos. B. Interaccién de ritmos circadianos en osciladores periféricos en coordinacion con el

nicleo supraquiasmatico (modificado de Hastings et al., 2018). Creado en Biorender.com

21



22



La sefial del tiempo circadiano generada por el reloj molecular tiene que ser traducida a un
tipo de sefial que pueda ser de uso para el resto del organismo (Figura 7-B), en este caso esa
sefial se traduce como un patron de disparos de espigas y liberacion de neurotransmisores
por parte de las neuronas del NSQ las cuales producen altas frecuencias de potenciales de

accion y mayor resistencia a la entrada de moléculas durante el dia subjetivo que durante la
noche subjetiva (Aguilar, 2015). Las neuronas producen péptidos pequefios que son liberados
de las terminales axonicas, pero estos no son liberados necesariamente en las hendiduras
sinépticas. Esto genera que sus efectos dependan de la localizacion de sus receptores en los
organos diana. Por lo general, los péptidos y neurotransmisores son liberados
simultaneamente de las terminales axdnicas, interactian con sus receptores, y los péptidos
son metabolizados por peptidasas que tienen efectos postsinapticos similares a los

neurotransmisores, pero con mecanismos mas complejos y prolongados (Moore, 2013).

Aunque los tejidos en 6rganos de mamiferos muestran ritmos circadianos a través de la
expresion ciclica de genes controlados por reloj (Balsalobre et al. 1998), estos ritmos pueden
ser regulados por otros ritmos internos como la temperatura corporal, la actividad de
hormonas (como corticoesteroides o melatonina), el consumo de alimentos o directamente
de la inervacién autondmica, que son sefiales a su vez reguladas por el NSQ via el sistema
nervioso periférico y el eje neuroendocrino del hipotalamo-hipofisis, modulando asi a
distintos ritmos fisioldgicos y conductuales (Gumz, 2016).

El andlisis de la organizacion del NSQ puede ser evaluada en tres contextos: (1) por
localizacion; las proyecciones aferentes al NSQ tienen estrecha relacion fotica con los axones
del TRH y con aferencias no foticas desde diversos nucleos hipotalamicos que regulan
aspectos fisiologicos homeostaticos. (2) por su organizacion neuronal como una red interna
que se da por sus proyecciones intrinsecas, entre una zona de corteza dorsal y una medular
ventral en cada nucleo. (3) por un componente de una red funcional (sistema de tiempo
circadiano) por sus proyecciones aferentes neuroendocrinas y por la retroalimentacion de

estas para su propia regulacion (Moore, 2013).
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Via aferente del tracto retino hipotalamico

El TRH termina en el centro retino receptor en la parte ventral de NSQ (Hastings et al., 2018)
y es la via aferente mas importante del NSQ. Estd formado por los axones de una

subpoblacion de celulas ganglionares intrinsecamente fotosensibles en la retina (ipCGR) que

contienen el fotopigmento melanopsina, el cual no esta presente en los fotorreceptores conos
y bastones especializados para la vision. La melanopsina causa despolarizacion en respuesta
a la luz y resulta en la liberacion de glutamato y del péptido liberador del péptido pituitario
neuroactivo adenilil-ciclasa (PACAP) en el NSQ. Debido a esto, el TRH no esta involucrado
en la formacion consciente de imagenes y funciona independientemente de la vision,
permitiendo que organismos ciegos se mantengan sincronizados con el ciclo ambiental de
luz-oscuridad mientras haya fotosensibilidad en las ipCGR (Hastings et al., 2018).

Existen otras vias aferentes de sefializacion no foticas asociadas con la excitacion conductual
mediadas principalmente por neuropéptido Y (NPY), dopamina y serotonina provenientes

del tAlamo, mesencéfalo y tallo cerebral respectivamente (Hastings et al., 2018).

Proyecciones intrinsecas del NSQ

Las neuronas del NSQ son predominantemente GABAEérgicas, pero también expresan un
gran rango de neuropéptidos y receptores que median la entrada de vias aferentes y eferentes
internas. Estas propiedades neuropeptidicas de las neuronas pueden usarse para subdividirse
en dos regiones: la médula ventral y la corteza dorsal.

Las neuronas de la médula presentan distintos neuropéptidos como el polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP), que conforma aproximadamente el10% de las neuronas de la médula,
calretinina (CAR, ~9%), neurotensina (~7%) y péptido liberador de gastrina (GRP) que
representa aproximadamente el5% de las neuronas de esta zona (Hastings et al., 2018). Estas
neuronas se proyectan hacia la corteza, la médula contralateral y un grupo selecto de areas
efectoras (Moore, 2013). La corteza estd delineada por neuronas que se caracterizan por
expresar péptido arginina vasopresina (AVP; ~20%), angiotensina Il (~10%), y met-

encefalina (~5%) y reciben entrada del hipotalamo, cerebro anterior, areas limbicas y
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corticales, tdlamo y tallo cerebral (Welsh et al., 2010; Moore, 2013), mientras que proyectan
a amplias areas efectoras cerebrales y provee a la region ventral de retroalimentacion de las
vias. Se considera a esta region como la region osciladora mas fuerte del NSQ (Hastings,
2018; Figura 8).

Extra NSQ | Intra NSQ
Cerebro basal
anterior |
Tallo cerebral
Hipotdlamo Corteza A
limbica Talamo | Efﬁ,?:;yiv:\((?m>F\D
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; I
Hipotdlamo
Talamo |
| VIP-VPAC2
: — GABA?
Médula GRP?
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TRH |
Tallo cerebral
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Talamo

Figura 8. Redes del NSQ. Vista esquematica de las proyecciones aferentes y eferentes (izquierda) junto a
sefiales dentro del NSQ (derecha) y sus subdivisiones anatémicas (modificado de Hastings et al., 2018). Creado

en Biorender.com

Hastings et al. ha estudiado distintas pruebas farmacoldgicas que revelan una jerarquia de
neuropéptidos en donde VIP es el neuropéptido de mayor importancia, seguido por AVP y
finalmente GRP como el neuropéptido menos relevante para mantener los circuitos
circadianos dentro del NSQ. Estos ejes neuropeptidicos pueden ser especificos a
comportamientos circadianos programados al controlar vias aferentes particulares del NSQ
(Hastings et al., 2018).

La neurotransmision GABAérgica juega un papel importante en los cambios de fase
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inducidos por luz, en los cambios de fase no féticos y en la sincronizacion dorsal y ventral
del NSQ (Aguilar, 2015). Ademas, se ha propuesto que su neurotransmision modula la via
de entrada retinal al NSQ (Jiang et al., 1995),sincroniza patrones de disparo de corto plazo

entre neuronas del NSQ (Kononenko y Dudek,
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2004; revisado en Hastingset al., 2018), patrones de disparo circadianos (Liu y Reppert, 2000;
Shirakawa et al., 2000), y regulala amplitud de los ritmos circadianos (Wagner et al., 2001;
Aton et al., 2006). A su vez, el reloj circadiano regula la fuerza de la neurotransmision de
GABA y su efecto en las neuronas de NSQ modulando la sintesis de su receptor (Aguilar,
2015). Aun asi, el papel de sefializacion de GABA es un enigma ya que, aungue es el
neurotransmisor mas importante y se conocen sus vias de sefializacion ionotrépicas y
metabotropicas, no se observa una disrupcion en la funcién de NSQ cuando se interrumpe su
transmision (Hastingset al., 2018). Se cree que su importancia podria venir de su interaccién
con células de la glia,ya que estas constituyen una tercera parte del NSQ. Los astrocitos en el
NSQ son un tipo decélula glial que mantiene las condiciones ambientales y de soporte para
las células nerviosas,los cambios circadianos en su morfologia alteran la comunicacion entre
neuronas, posiblemente regulando la actividad del TRH en su union con el NSQ. Finalmente,
el incremento de la actividad de los astrocitos en la noche subjetiva puede ser un controlador
principal de las elevaciones nocturnas extracelulares de glutamato, lo que puede llevar a los
ciclos circadianos de GABA que facilitan la hiperpolarizacién nocturna del circuito neuronal
(Hastings et al., 2018).

La via de entrada al NSQ consta de neuronas influenciadas por la sincronizacion fotica del
TRH que mandan informacion circadiana de la médula a la corteza del NSQ, mientras que
las vias de salida de la corteza se dan por la influencia de estimulos de sincronizacion
provenientes de la médula y por vias de entrada no-féticas provenientes de varias areas
corticales. Asi, la sefializacion circadiana del NSQ varia con respecto a la subdivision de su
origen. La complejidad de la sefial de salida es aumentada por el nimero y la variedad de
sustancias neuroactivas que funcionan como transmisores o moduladores y a un nivel mas
complejo, por eventos humorales y conductuales que componen la via de retroalimentacion
del NSQ (Hastings et al., 2018).
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Proyecciones eferentes del NSQ

Las proyecciones eferentes del NSQ son menos numerosas y complejas de lo que se podria
esperar ya que se dan principalmente a través de interneuronas en otras areas hipotalamicas

y con conectividad directa a otras neuronas neuroendocrinas, las cuales controlan diversas

respuestas fisioldgicas como la ingesta de agua, la calidad del suefio, conducta y la
temperatura corporal, por lo que es posible que el NSQ provea informacion del contexto
temporal y delegue el control directo de los estados fisioldgicos y conductuales a regiones

cerebrales especificas.

En conclusion, la informacion procesada en el NSQ involucra 4 pasos:

1. Integracion fética y vias de entrada de sincronizacion a la médula

2. Conexiones intrinsecas entre neuronas de la médula, de médula a
corteza y entre neuronas de la corteza

3. Proyecciones comisurales entre médulas y entre cortezas (de ambos
nucleos)

4. Integracion de vias de entrada en la corteza de la médula del NSQ y

de un conjunto amplio de entradas no visuales.

El NSQ como reloj maestro no sélo le dirige ritmicidad a células individuales y 6rganos, sino
gue también a las sefiales metabolicas que retroalimentan al sistema circadiano. Esto significa
que el metabolismo no solo es una funcion aferente del sistema circadiano, sino que también
retroalimenta la sincronizacion y reforzamiento de los ritmos, la cual es esencial para proveer
a los relojes circadianos (tanto centrales como periféricos) con la flexibilidad necesaria para
ajustar su fisiologia a los requerimientos metabdlicos de las células, tejidos y 6rganos
completos (Reinke y Asher, 2019).
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PARTE II: REGULACION CIRCADIANA DEL METABOLISMO

El metabolismo es la red de reacciones bioquimicas que usan los organismos para
transformar moléculas con el propdsito de generar energia y construir estructuras necesarias
para el mantenimiento celular. En general, la adaptabilidad metabodlica es esencial para
responder a sefiales externas en un ambiente cambiante, pero, aunque todos los organismos
dependen de su habilidad para responder a estos cambios ambientales, la capacidad para

predecir estos cambios dicta como los organismos se enfrentan a ellos.

En la retroalimentacion entre el metabolismo y la regulacion circadiana, el alimento tiene un
impacto fuerte en el sistema de reloj circadiano en mamiferos, siendo los ritmos ciclicos de
ayuno-alimento una sefial sincronizadora dominante en relojes periféricos (Longo, 2016;
Panda, 2016). De hecho, los horarios restringidos de alimentacion, es decir, en momentos
distintos a la fase de actividad del animal pueden separar por completo los osciladores
periféricos del NSQ. Ademas, se ha demostrado que la expresion de los genes de reloj en el
NSQ puede ser alterada por estos horarios de alimentacion restringidas y por dietas
hipocaldricas; por lo tanto, las sefiales metabolicas, moduladas por la dieta sefializan al NSQ

y modifican sus vias de salida (Mendoza et al., 2005).

Otro ejemplo de vias metabolicas de retroalimentacion circadiana es a través del microbioma
intestinal (los microorganismos que habitan en el tracto gastrointestinal) que puede alterar el
balance energético, modificaciones metabdlicas y la disponibilidad de metabolitos
microbianos (Narjis y Sobia, 2020). El microbioma presenta cambios diarios que dependen
de reloj circadiano del hospedero, probablemente a través del control del comportamiento
ritmico de la alimentacion (Thaiss et al., 2014; Liang et al., 2015; revisado en Narjis y Sobia,
2020) por lo que los ritmos circadianos del huésped pueden alterar la composicion y actividad
del microbioma intestinal y a su vez este afecta al metabolismo del huésped (Voigt et al.,
2016). Ademas, el reloj circadiano regula la transcripcidn de los receptores intestinales tipo
Toll, los cuales han mostrado integrar sefiales nutricionales y bacterianas para regular el
metabolismo intestinal (Mukherji et al., 2013). Finalmente, los metabolitos producidos por
el microbioma intestinal son mediadores importantes que vinculan los procesos microbianos
con el reloj del huésped, por lo que la disrupcion de esta red circadiana puede llevar a

enfermedades metabdlicas como la obesidad (Leone et al., 2015, Voigt et al., 2016).
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Los relojes periféricos también son referidos cominmente como osciladores periféricos y
alrededor del 10 al 40% de todos los genes en estos tejidos muestran una ritmicidad
circadiana. Para comprender el control del NSQ hacia los relojes periféricos es importante
entender a la célula como la unidad circadiana autbnoma méas pequefia, la cual puede generar
ritmicidad de la mayoria de las funciones metabdlicas independientemente de las sefiales
sistémicas ritmicas generadas en otras partes en el cuerpo; posteriormente se van afiadiendo
niveles de complejidad para entender el control a nivel de 6rganos y sistemas y finalmente,
la compleja red de retroalimentacion entre estos (Reinke y Asher, 2019).

Control circadiano a nivel celular

Los relojes autdnomos celulares interactdan tanto con los ciclos de luz-oscuridad (de manera
indirecta) como con los de ayuno-alimentacion, para coordinar oscilaciones circadianas de
cientos de genes que codifican para la expresion de componentes de sefializacion que
transmiten informacion temporal entre células y tejidos. Estos ritmos intracelulares diarios
optimizan la fisiologia y el uso de energia celular y separan en el tiempo procesos celulares
incompatibles (Panda, 2016). En animales, los mecanismos principales que dan lugar a las
oscilaciones circadianas son las vias moleculares de retroalimentacion (PERy CRY) y (ROR
y REV-ERB), y que estan presentes en la mayoria de las células. Estos reguladores también
permiten la expresion ritmica de cientos de genes, llamados “genes controlados por reloj”, al
unirse a los sitios de regulacion o a través de reguladores transcripcionales rio abajo que

tendran un pico en su concentracion en distintas fases 0 momentos del dia (Panda, 2016).

Los factores de transcripcion circadianos también interactian con coactivadores,
correceptores y factores relacionados a cromatina que modifican marcas en las histonas para
activar o reprimir la transcripcion. Por ejemplo, una proteina histona lisina desmetilasa
(USF1) ayuda a la transicion entre ciclos diarios de activacion y represion al interactuar con
los complejos CLOCK/BMALL y PER/CRY. Ademas de estas modificaciones en histonas,
algunas proteinas de reloj llevan procesos de acetilacion y des-acetilacién, y elementos
promotores controlan los ajustes rapidos de componentes circadianos en respuesta a cambios
subitos en el estado celular. Todos estos procesos de regulacion involucran un gran nimero

de proteinas e interacciones funcionales con una fraccion importante de entre 3-20% de
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metabolitos ritmicos controlados por genes de reloj (Panda, 2016), aunque otras fuentes

presumen que este numero puede llegar a ser del 28% (Krishnaiah et al., 2017).

Debido a que la mitocondria es considerada el organelo celular mas importante para proveer
energia a las células eucariotas, su control circadiano es indispensable para la optimizacion
de la energia celular (Figura 9). Ademaés del papel que juega en la generacion de ATP, la
mitocondria esta involucrada en otros procesos como la biosintesis de lipidos, la homeostasis
del calcio y la apoptosis. Evidencia reciente apoya la existencia de ritmos diarios en la
respiracion mitocondrial y la produccion de ATP, la tasa de consumo de oxigeno, la
produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y en sus ciclos de fusién-fision, lo que
indica una relacion entre el reloj circadiano y el metabolismo de este organelo (Reinke y
Asher, 2019).

Existe también un patron circadiano importante en la utilizacion de nutrientes de la
mitocondria dado por el control de la sirtuina deacetilasa dependiente de NAD (SIRT3) y
otras enzimas limitantes, por lo que no es extrafio encontrar también oscilaciones circadianas
en el lipidoma y proteoma mitocondrial. Los genes de sirtuina (Sirtl, Sirt3 y Sirt6) también
estan involucrados en la regulacion de genes controlados por reloj ya que controlan la
expresion de Bmally Clock (Li, X, 2013; revisado en Narjis y Sobia, 2020) y tienen un papel
importante en la regulacion del reloj circadiano y la homeostasis metabolica (Masri, 2015).
Especificamente, Sirtl regula procesos como el metabolismo de la glucosa y los lipidos,
secrecion de insulina y la oxidacion de acidos grasos en la mitocondria (Zhou et al., 2018).
De hecho, en ratones sometidos a una dieta alta en grasa se ha encontrado una perturbacion
en genes de reloj en distintos tejidos y una supresion de la proteina SIRT1 (Sun et al., 2012).
De igual forma, la expresion de Sirt3 ha mostrado una reduccion de hasta el 50% en ratones
con diabetes y regresando a valores normales cuando los ratones se someten a un protocolo
de restriccion calorica (Jing et al., 2011; revisado en Narjis y Sobia, 2020).

En cuanto a la produccion circadiana de lipidos, la tasa de oxidacion mitocondrial esta
limitada por la entrada de grupos acilo a la mitocondria a través de las transferasas carnitina
palmitoil 1y, 2 (CPT 1y 2). Los niveles de estas enzimas muestran ritmos diarios, ademas
de que los niveles de malonil CoA, que son producidos durante la sintesis de acidos grasos y

Ilegan a su pico de concentracion durante la ventana de alimentacion, inhiben la actividad de
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las CPT. Esta regulacion genera un ritmo en la sintesis y oxidacién de acidos grasos, los
cuales llegan a su pico durante los horarios de alimentacion y ayuno respectivamente, cambia
el perfil lipidico diario en 6rganos como el higado y es mas exacto cuando los horarios de
alimentacion y la composicion de la dieta son constantes (Panda, 2016; Reinke y Asher,
2019).

Utilizacion de
nutrientes

O

« Composicion proteica
¢ Acetiloma
» Fosfo-proteoma?

lipidica |

| ‘ Composicion

L » Contenido mitocondrial O

Figura 9. Control circadiano de la mitocondria. La composicion y funcién mitocondrial muestra una ritmicidad
circadiana, asi como la utilizacion de nutrientes por el control de SIRT3 y enzimas limitantes como CPT1 para
lipidos y PDT para carbohidratos. Ademas, el lipidoma y proteoma mitocondrial muestran oscilaciones
circadianas, asi como acetilaciones post-traduccionales y otras modificaciones de proteinas. FAO: oxidacion de
acidos grasos; NAMPT: nicotinamida fosforribosiltransferasa; PDT: piruvato deshidrogenasa; NAD:

nicotinamida adenina dinucle6tido. Modificado de Reinke y Asher, 2019.
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Control circadiano a nivel de tejidos y érganos

En mamiferos la presencia de relojes periféricos existe en la mayoria de los drganos
metabolicos como el higado, tejido adiposo, corazon, musculo y rifiones (Tabla 1). Las
actividades metabdlicas de cada Organo tienen cambios diarios de sus hormonas y
metabolitos en sangre, al igual que los niveles de actividad de enzimas limitantes. Estas
hormonas son la via de comunicacién entre el sistema nervioso central (CNS) y los 6rganos
metabolicos mas importantes, lo cual es esencial para la homeostasis (Reinke y Asher, 2019;
Feng y Lazar, 2020).

Uno de los 6rganos mas importantes por su diversidad en funciones fisioldgicas es el higado,
el cual ha sido ampliamente estudiado en la biologia circadiana. Entre sus varias funciones
se encuentra el metabolismo de los carbohidratos, aminoacidos, lipidos y bilis, asi como la
sintesis de enzimas detoxificantes para el metabolismo de xenobioticos (sustancias que no se
producen naturalmente dentro del organismo), componentes de la bilis y factores de
coagulacién (Reinke y Asher, 2019). Otras moléculas importantes de mencionar y que son
secretadas de una manera circadiana por parte del pancreas son la insulina y glucagon por
parte del tejido adiposo, la adiponectina y la leptina, y la ghrelina por el estomago (Froy,
2007; revisado en Reinke y Asher, 2019).
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Tabla 1. Resumen de las hormonas y gases sanguineos que tienen una regulacion circadiana

junto con su funcion principal (Modificado de Reinke y Asher, 2019).

Tabla 1 Regulacién circadiana sistémica de hormonas y gases sanguineos

Ofigen Hormona o gas sanguineo Funcién principal Mecanismo de accion
regulada circadianamente
Musculo Miocinas Regulaciéon metabdlica asociada al ejercicio Movilizacién de glucosa
Pacreas Glucagén Metabolismo de glucosa y lipidos Inhibicién de la sintesis de glucégeno y estimulacién de
glucogendlisis y gluconeogénesis
Insulina Metabolismo de glucosa y lipidos Absorcién de glucosa
Tiroides Triiodotironina Tasa metabdlica Estimulacion de sintesis proteica y uso de oxigeno
Cerebro TRHy TSH Produccién de hormona tiroidea Estimulacién de T3 y T4 en tiroides
FSHy LH Sistema reproductivo Estimulacidn de estrégeno y testosterona en érganos reproductore
ACTH Produccion de corticosteroides Estimulacion de glucocorticoides en corteza suprarrenal
Prolactina Sistema reproductivo Crecimiento de glandulas mamarias y produccion de leche
Melatonina Suefio y reloj circadiano Unién a receptones MT1y MT2 en NSQ
Pulmones Oxigeno Gasto energético Respiracion celular
Diéxido de carbono Gasto energético y amortigiiador de pH Ciclo de Coriy unién con H20
Higado Acidos biliares Absorcidn de lipidos Activacién de lipasas
FGF21 Metabolismo de nutrientes Estimulacion de absorcion de glucosa por adipocitos
Rifién Renina Presién sanguinea y osmorregulacion Produccién de angiotensina |

Angiotensina

Presion sanguinea y osmorregulacién

Estimulacion de musculo liso vascular

Corticosteroides
Tejido adiposo  Leptina

Metabolismo de nutrientes y sistema inmune Activacion de genes que codifican para proteinas antiinflamatorias

Gasto energético y regulacién del hambre Induccién de saciedad en el nicleo arqueado del hipotdlamo

Estémago Ghrelina Gasto energético y regulacion del hambre Induccién de hambre en el nicleo arqueado del hipotalamo

Ritmicidad sistémica metabélica

A nivel sistémico existen variaciones circadianas en la distribucion de nutrientes y gases
sanguineos, siendo la fase activa del dia en la que se absorben més estas moléculas y la fase
de descanso en la que la tasa de absorcion disminuye o se detiene por completo. Para
amortiguar estas fluctuaciones, el sistema circadiano conduce una absorcion ritmica en
organos periféricos usando metabolitos y gases sanguineos, como Zeitgebers, liberados
también de forma ritmica (Reinke y Asher, 2019). De esta forma se modulan muchos
procesos metabolicos importantes como la liberacién de glucocorticoides (Balsalobre et al.,
2000), la via de AMPK (Jordan y Lamia, 2013), la sintesis de acidos grasos y colesterol
(Sitaula et al., 2017; Feng et al., 2011), la modulacién hepatica de gluconeogénesis (Zhang
et al., 2010), entre otros (revisado en Poggiogalle et al., 2018). Por lo tanto, no es sorpresa
esperar que los niveles de la mayoria de los metabolitos intermediarios como glucosa (Gill y
Panda, 2015), aminoéacidos (Feigin et al., 1967) y lipidos (Rivera-Coll et al., 1994) oscilan
en la sangre, llegando a un pico en su concentracion en el periodo de actividad. Como estas
oscilaciones estan sincronizadas con el tiempo externo, nuestro cuerpo utiliza mecanismos
controlados por reloj para absorber y liberar metabolitos alineados con las sefales

ambientales, amortiguando el impacto de las fluctuaciones externas que pueden tener efectos
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dafinos en el cuerpo humano (Adamovich et al., 2017; Reinke y Asher, 2019). Un ejemplo
de esto es la secrecion ritmica de cortisol, que ayuda a mantener la homeostasis de la glucosa
y el balance energético a lo largo del dia, siendo su pico de concentracién en la mafiana para
proveer de energia y con menores concentraciones en la tarde para facilitar el descanso y la
recuperacion. Las disrupciones de este ritmo, provocadas por un cambio en el horario de
suefio, por ejemplo, puede llevar a disfunciones metabolicas como la obesidad y diabetes
(Reinke y Asher, 2019).

Otros intermediarios importantes que siguen oscilaciones ritmicas son los gases sanguineos.
Bajo condiciones aerodbicas, las células en mamiferos generan energia a través de la
respiracion mitocondrial en la cual carbohidratos, lipidos y otros metabolitos intermediarios
son catabolizados y convertidos en equivalentes energéticos. En este proceso, el oxigeno se
consume mediante la fosforilacion oxidativa y el diéxido de carbono se usa en el Ciclo del
Acido Citrico para generar energia. Debido a que la ventilacion pulmonar aumenta durante
la fase activa y disminuye durante la fase de descanso (Mortola, 2004), el consumo de
oxigeno y la oxigenacién de los tejidos exhiben una oscilacion diaria (Adamovich et al.,
2017; Emans et al., 2017). Un importante regulador de la homeostasis del oxigeno, el factor
inducible a hipoxia la (HIF1a), se acumula en condiciones hipdxicas y se ha observado su
vinculacion molecular con el reloj celular y el oxigeno, ya que reprograma la transcripcion
en respuesta a bajos niveles de oxigeno. La disrupcion del reloj circadiano ha mostrado
limitar la capacidad de HIF1a para detectar y responder al oxigeno, llevando a la expresion

de cambios genéticos de HIF1a (Reinke y Asher, 2019).

Debido a que la glucosa es uno de los metabolitos mejor estudiados y tiene una amplia gama
de funciones y respuestas metabdlicas, es de gran interés entender su componente circadiano
para tener un mejor panorama sobre los problemas metabdlicos causados por su
desregulacién. Este se complementa también con la regulacion circadiana del metabolismo
de los lipidos, los cuales han sido ampliamente estudiados y sus consecuencias en el

metabolismo son de alta importancia para la salud.

Ritmicidad circadiana de la glucosa

La primera evidencia de la regulacion circadiana de la glucosa se dio alrededor de 1960-1970

cuando varios estudios reportaron variaciones diurnas en la tolerancia a la glucosa (Aparicio
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etal., 1974; Walsh et al., 1975). La regulacion circadiana de los niveles de glucosa en sangre
exhibe la importancia de los relojes no solo para el metabolismo celular de la glucosa, sino
también para los mecanismos intrinsecos por los que los relojes en distintos 6rganos como
hipotalamo, el higado, el pancreas y el musculo esquelético acttan en conjunto para controlar

la concentracion circulante de glucosa (Reinke y Asher, 2019).

La glucosa entra a los hepatocitos solo si estd fosforilada por la accién de la enzima
glucocinasa (GCK). Una vez fosforilada, la glucosa es utilizada para i) produccion de energia
via glucalisis, ii) almacenamiento de energia como glucégeno (para su uso rapido mediante

la glucogénesis), o iii) produccién de energia por la via de las pentosas (Panda, 2016).

Para que la glucosa pueda entrar a las células existe la familia de receptores transportadores
de glucosa (GLUT). Especificamente GLUT 2 se encuentra en los hepatocitos y muestra
ritmos diarios al igual que la enzima GCK, con un pico en su nivel que coincide con los
periodos de alimentacion (Vollmers et al., 2009). En el estado alimentado, la insulina activa
la glucogénesis a través de una sefializacion en cascada que lleva a la inhibicion de la enzima
glucogeno sintasa quinasa (GSK3) y activando la enzima glucogeno sintasa (GS). GSK3
también ha mostrado tener ritmos diarios de fosforilacion (Yin et al., 2006; revisado en Panda
2016).

La utilizacion de glucosa a través de la via de las pentosas también estd conectada al reloj
circadiano, contribuyendo a la reposicion de NADPH en el citoplasma celular. Bajos niveles
de NADPH activan el factor de transcripcion NRF2, que conduce la transcripciéon de Rev-
erb, afectando el reloj molecular (Rey et al., 2016). Cuando el organismo se encuentra
alimentado, el reloj circadiano tiene una influencia en el metabolismo de la glucosa a través
de su interaccion con la sefializacion de la hormona glucagén. El glucagén sefializa a través
de sus receptores asociados a proteinas G y adenilato ciclasa para la activacion de la proteina
cinasa A (PKA), la cual a su vez promueve la glucogendlisis y gluconeogénesis (Mayr y
Montminy, 2001). PKA fosforila y activa al factor de transcripcién bZIP para su unién con
promotores gluconeogénicos, estimulando asi su transcripcién (Travnickova-Bendova et al.,
2002). Ademas, el gen de reloj CRY1 inhibe la activacion de PKA a través de la regulacion
negativa de las proteinas G y adenilato ciclasa (Zhang et al., 2010; Narasimamurthy et al.,

2012). Finalmente, se ha comprobado que ayunos de larga duracion también aumentan la
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tasa de AMP/ATP vy activa la cinasa activada por AMP (AMPK), la cual fosforila a los
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complejos CRY para su degradacion (Lamia et al., 2009). En conjunto, esto sugiere un
mecanismo por el cual CRY1 actla como un punto de equilibrio ante respuestas a déficit

nutricionales de corta y amplia duracion (Panda, 2016).

Finalmente, se ha demostrado que en ratones la pérdida de BMAL1 atenda la variacion diaria
en glucosa y los niveles de triglicéridos, reduce la gluconeogénesis y causa intolerancia,
mientras que los ratones con mutacion para Clock desarrollan hiperglucemia e
hiperinsulinemia (Rudic et al., 2004; Lamia et al., 2008; Turek et al., 2005; revisado en Feng
y Lazar, 2020).

Control circadiano del control autonémico de la liberacion de glucosa

Ademas del control celular del metabolismo de la glucosa, hay un control a nivel del CNS
que controla varios aspectos de la absorcion sistémica de la glucosa usando sus proyecciones
GABAérgicas y glutamatérgicas hacia las neuronas simpaticas preautonoémicas en el nucleo
paraventral del hipotdlamo (PVN) para controlar la produccion hepatica de la glucosa. Las
proyecciones GABAérgicas se dirigen hacia las neuronas parasimpaticas preautonémicas en
el PVN para controlar las respuestas insulinicas en el pancreas mediadas por el alimento.
Ademas, experimentos realizados por Kalsbeek et al., (2010) demuestran evidencia de un rol
importante de los sistemas de orexinas, el PACAP y VIP en el hipotalamo en el control

circadiano de la produccién de glucosa hepatica

También existe un rol mediador de las neuronas NPY del nucleo arqueado hipotalamico
(ARC) en los efectos de la insulina y corticosterona y en la produccion de glucosa hepatica
y el metabolismo de los lipidos. Las neuronas de este nucleo también pueden contribuir a los
efectos de las hormonas tiroideas, estrégeno y leptina en la produccion de glucosa hepaética,
como se observa en la Figura 10. Finalmente, se les ha asignado un rol mediador a las
neuronas NPY, como los efectos de la leptina y los estr6genos en el comportamiento
alimenticio y los efectos de las hormonas tiroideas en la actividad del tejido adiposo pardo
(Kalsbeek et al., 2014).
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Figura 10. Representacion gréfica de las vias hipotalamicas que pueden estar involucradas en los efectos de

retroalimentacién hormonal en la captacion sistémica de la glucosa. Las proyecciones neuronales en el PVN

son GABAérgicas en el sub PVN o via POMC en el nucleo arqueado. ARC: nlcleo arqueado del hipotalamo;

POMC: neuronas de proopiomelanocortina; GLU: neuronas glutamatérgicas; PVN: nicleo paraventricular;

SNS: sistema nervioso simpatico; 3V: tercer ventriculo. Modificado de Kalsbeek et al., 2014.
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Control circadiano de la homeostasis de la glucosa

El control de la glucosa también tiene un componente homeostatico que involucra a
numerosos organos endocrinos. El ritmo diario en la sensibilidad a la insulina periférica es
probablemente causado por vias intracelulares mediadoras de la absorcion de glucosa y
factores circulantes. El tamafio de las variaciones diurnas en la tolerancia a la glucosa es
sorprendentemente alto, por ejemplo, adultos con tolerancia normal a la glucosa en la mafiana
pueden mostrar un perfil metabdlico equivalente a individuos prediabéticos en la tarde
(Jarrett et al., 1972; Grabner et al., 1975). Poggiogalle et al. 2018, ha reportado que la
tolerancia a la glucosa oral en adultos prediabéticos es hasta 40 mg/dl mas alto a las 19:00 h
que a las 7:00 h, por lo que adultos diabéticos muestran un perfil metabdlico equivalente a
individuos diabéticos alrededor de la hora de la cena (Sonnier et al., 2014). Estas variaciones
en latolerancia a la glucosa pueden ser parcialmente causas de ritmos diurnos en la respuesta
de las células B pancreaticas en la secrecion y depuracion de insulina. Aunque los datos en la
existencia de una ritmicidad diurna de la insulina en ayuno son mixtos (Morris et al., 2015),la
respuesta de secrecion de insulina varia a través del dia. La respuesta de las células 3 es
mayor en la mafiana que a cualquier otra hora. Aun asi, la tasa de secrecion de insulina y el
total de insulina secretada en respuesta a una comida alcanza su pico a las horas del final de

la fotofase (Saad et al., 2012; revisado en Poggiogalle et al., 2017).

Por otro lado, la hormona de crecimiento induce resistencia a la insulina (Moller et al., 1991;
revisado en Poggiogalle et al., 2018)y esta relacionada con los niveles de glucosa durante el
suefio nocturno (Van Cauter et al., 1991; revisado en Poggiogalle et al., 2018). El cortisol, el
cual es regulado por el reloj central,también es responsable de la variacion circadiana
plasmatica de glucosa e insulina ya que promueve la glucogendlisis (Plat et al., 1999). Estos
resultados sugieren que la tolerancia a la glucosa exhibe una variacién circadiana, con menor
control glicémico en la tarde y nocheen adultos sanos. Los ritmos diarios en la respuesta de
las células B del pancreas, la sensibilidad periférica a la insulina (influenciada por factores
internos y circulantes), la depuracién de insulina y la efectividad de la glucosa conduce a
estos ritmos diarios en el metabolismo de la glucosa, mientras que la sensibilidad de la
insulina hepatica puede jugar un rol menos importante. Aun asi, estos ritmos son atenuados
en individuos con obesidad o con diabetes tipo 2, sugiriendo que una alteracion en los ritmos

circadianos pueden ser una causa 0 consecuencia de varias enfermedades metabodlicas

40



(Poggiogalle et al., 2018).
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Ritmicidad circadiana de los lipidos

Casi el 20% de la transcripcion de genes que ocurre en el higado muestra ritmos diarios, por
lo que es légico que al menos algunas de sus enzimas y reguladores en cada via metabdlica
vaya a mostrar una ritmicidad circadiana. Estos componentes comUnmente son mediadores
de pasos limitantes dentro de las vias de sefializacién, mostrando un pico en los niveles de
expresion que coinciden con la disponibilidad de sustratos o las necesidades metabdlicas
(Panda, 2016). Fisiologicamente, los triglicéridos representan la unidad de almacenamiento
mas grande del cuerpo. El higado es un drgano central en el metabolismo de acidos grasos y
triglicéridos, recibiéndolos de dos maneras: i) a través de la hidrolisis de triglicéridos
provenientes del intestino llenos de quilomicrones durante el periodo postprandial, y ii) a
través de acidos grasos no esterificados provenientes de la lipdlisis del tejido adiposo durante
condiciones de ayuno. Junto a estas fuentes de lipidos, el higado es también capaz de
sintetizar acidos grasos de novo a través de la lipogénesis por el exceso de glucosa. Estos
acidos grasos de diferentes fuentes pueden ser usados para la oxidacién dentro del higado o
empacados en triglicéridos para almacenamiento o secrecion por el higado al plasma

sanguineo en forma de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL).

Control celular de la homeostasis de los lipidos

La sintesis de acidos grasos y la B-oxidacion son controladas por el higado. La molécula
mitocondrial Acetil CoA es exportada al citoplasma por el transportador citrato/palmitato,
donde la enzima ATP citrato liasa (ACLY) es considerada como la enzima limitante. Existe
una acrofase en la expresion de ACLY que coincide con la ventana de alimentacién(Vollmers
et al., 2009).

El primer paso para la sintesis de acidos grasos es la carboxilacién de Acetil CoA por la
Acetil CoA carboxilasa (ACACA) para producir malonil CoA. ACACA se inactiva por
fosforilacion de AMPK, la cual es inducida por el ayuno. La tasa de la 3-oxidacion es limitada
por la entrada de grupos acilo grasos a la mitocondria por la CPT1 y CPT2, las cuales
muestran ritmos diarios (Lamia et al., 2009). Ademas, altos niveles de malonil CoA, que son
producidos durante la sintesis de acidos grasos y llegan a su pico durante la ventana de
alimentacion, inhiben la actividad de CPT. Esta regulacion circadiana genera un ritmo diario

en la sintesis de &cidos grasos y su oxidacion, las cuales llegan a su pico durante la ventana
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de alimentacion y ayuno respectivamente. Esto tambien da lugar a los ritmos diarios en otros
lipidos hepaticos (Adamovich et al., 2014). La expresion ritmica de REV-ERBa genera
ritmos diarios en la transcripcion de muchos genes involucrados en la via de sintesis de &cidos
grasos y en ausencia de REV-ERB se desarrolla higado graso en roedores (Feng et al., 2011;
Cho et al., 2012; revisado en Panda, 2016).

Control hipotalamico de la sintesis de lipidos

Ademas de su papel de regulacion en el metabolismo de carbohidratos, la conexion
hipotdlamo-SNA-higado parece estar involucrada en el control del metabolismo de los
lipidos (Figura 11). La regulacion del empaquetamiento y secreciéon de VLDL es compleja,
aunque hay varios factores que han sido investigados. La apolipoproteina B (ApoB), es una
estructura proteinica importante de VLDL ya que esta implicada en su regulacion y secrecion.
La secrecion de VLDL por el higado puede ser almacenada en el tejido adiposo o usada como

una fuente de energia por los musculos (Kalsbeek, 2014).

Van den Hoek et al. (2004), fue el primero en describir un efecto agudo de estimulacion del
neuropéptido Y (NPY) en la secrecién de VLDL en ratones. Los estudios han demostrado
que el aumento en la liberacién de NPY de neuronas del ndcleo arqueado del hipotdlamo
(ARC) durante el ayuno hacia neuronas preautondémicas del nucleo paraventral (PVN), lo
que estimula el SNS a mantener la produccion de glucosa hepatica y secrecion de VLDL.
Una via similar se ha descrito recientemente para el control de la actividad del tejido adiposo
pardo (BAT), por ejemplo, un aumento en la liberacion de NPY de las terminales de ARC
resulta en un decremento en la expresion de tirosina hidroxilasa en neuronas preautonémicas
(posiblemente dopaminérgicas) en el PVN y subsecuentemente una disminucién en la
regulacién de la proteina desacoplante 1 (UCP1) y de la termogénesis en BAT (Shi et al.,
2013; revisado en (Kalsbeeka et al., 2014). Aun asi, la regulacion hipotalamica de los lipidos
involucra redes méas complejas a través de su regulacion de otros metabolitos como

estrégenos, hormonas gastricas (leptina) y corticosteroides.

43



Nucleo intermediolateral

Ganglio celiaco, _

Figura 11. Representacion de las vias eferentes simpaticas que conectan el cerebro de la rata con el higado en
el metabolismo de los lipidos. PVN: Nucleo para ventral del hipotalamo; LH: hipotalamo lateral; ARC: nucleo

arqueado; VLDL: lipoproteina de muy baja densidad (modificado de Kaslbeek, 2014).
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Control circadiano de la homeostasis de los lipidos

Aungue la mayoria de los estudios estan de acuerdo con que los triglicéridos exhiben un
ritmo diurno (Sennels et al., 2015; Rivera-Coll et al., 1994) con niveles que varian entre 33—
63% durante el dia, estos no coinciden con una fase especifica. Por ejemplo, hay estudios
que demuestran una acrofase en la tarde (~15:00 h) o noche (~17:45—, 20:00 h) (Van Moorsel
et. al, 2016; Sennels et al., 2015), mientras que otros valores llegan a su pico de concentracion
entre el mediodia y las primeras horas de la tarde en hombres, pero no en mujeres (Van
Kerkhof et al., 2015). Hay varios factores que influyen en el ritmo del metabolismo de los
lipidos. El sexo bioldgico, por ejemplo, puede explicar algunas de las diferencias en los

ritmos de triglicéridos. En un estudio, los hombres mostraron un incremento del doble en los
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niveles de triglicérido séricos después de una comida que las mujeres, ademas de tener una
variacion diaria mas alta de estos valores (36% en hombres vs., 24% en mujeres; Demacker
et al., 1982). Estas diferencias relacionadas con el sexo pueden darse por la influencia de
estrogenos en el metabolismo de los lipidos (Halkes et al., 2001). Ademas, la edad, el
fenotipo metabdlico y las diferencias metodoldgicas de estudio como la medicién de
triglicéridos sérica versus la capilar (Klop et al., 2011; Halkes et al., 2004) pueden ser la

razon de las discrepancias en la fase del ritmo.

El tejido adiposo subcuténeo, pero no el visceral, también demuestra una gran amplitud en
ritmos circadianos en la sensibilidad a la insulina, siendo 54% maés alta en la tarde que a
medianoche (Carrasco-Benso et al., 2016). Los factores de circulacion también contribuyen,
como los &cidos grasos libres, que exhiben un ritmo diurno que reflejan la periodicidad en la

homeostasis de la glucosa (Poggiogalle et al., 2018).

Los genes PPARs estan involucrados en la homeostasis energética y la regulacion del
metabolismo de los lipidos, siendo un enlace importante entre los ritmos circadianos y el
metabolismo (Chen, 2014). La expresion de PPARa esta regulada por CLOCK-BMAL1lYy a
su vez, se une con el gen Bmall y regula su transcripcion (Serin y Acar, 2019). Ademas,
también activa vias metabdlicas en respuesta a la inanicion como la cetogénesis y laoxidacion

de &cidos grasos hepaticos (Leone et al., 1999; revisado en Narjis y Sobia, 2020).

La mutacion en genes del reloj circadiano y la deficiencia de Bmall también detiene el
metabolismo de los lipidos, como se muestra por la hiperlipidemia, hiperleptinemia y la
esteatosis hepatica (Turek et al., 2005; Shimba et al., 2011). La delecion de REV-ERf
también causa esteatosis hepatica, en parte por la reduccion en lipogénesis (Feng et al., 2011;
Bugge et al., 2012). De hecho, la evidencia sugiere que REV-ER puede ser el responsable
de la biosintesis de lipidos en el higado (Hems et al., 1975; Alenghat et al., 2008; Feng et al.,
2011) ya que inhibe la biosintesis de lipidos y favorece su almacenamiento, lo cual
redirecciona los metabolitos gluconeogénicos y promueve indirectamente a la
gluconeogénesis (Sun et al., 2012). Los agonistas de REV-ERp inhiben la sintesis de lipidos
y colesterol en el higado y promueven la oxidacion de &cidos grasos y glucosa en el musculo,
resultando en un aumento en el gasto energético. Estos agonistas promueven

significativamente dislipidemia e hiperglicemia en modelos con obesidad inducida por dieta
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(Solt et al., 2012; revisado en Feng y Lazar, 2020).

En conclusion, los lipidos tienen una gran variabilidad de acrofases que llegan a su pico en
la mafiana o alrededor de la tarde. Estos ritmos son conducidos, en parte, por diferencias en
su sintesis y transporte. Aun asi, hay una gran variabilidad individual en la ritmicidad de los
lipidos, asi como en su momento, amplitud y fuerza de su liberacién, sugiriendo que puede
haber una distincion fenotipica en el control circadiano del metabolismo de los lipidos

(Poggiogalle et al., 2018).

La ritmicidad circadiana metabolica es un sistema complejo ya que involucra el control
ritmico de muchas moléculas a través de distintas vias. En la Tabla 2 se resumen la
caracteristica de ritmicidad en los metabolitos mas importantes en humanos, asi como su

posible afeccidn por efectos de desincronizacion circadiana.
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Tabla 2. Efecto del sistema circadiano en el metabolismo en humanos. Modificado de Poggiogalle et al.,
2018.

Tabla2 Efecto del sistema circadiano en el metabolismo en humanos

Afeccidn por

Ritmo diurno Ritmo circadiano . L,
desincronizacién

Metabolismo de glucosa

Tolerancia a la glucosa Si Si Si
Glucosa en ayuno Si Mixto No
Glucosa postprandial Si Si Si
Insulina en ayuno Mixto No No
Insulina postprandial Si Mixto Si
Respuesta de células beta Si ? ?
Secrecion de insulina Si Si Si
Depuracion de insulina Si Si ?
Sensibilidad periférica a la insulina Si Si Si
Sensibilidad de adipocitos a la insulina Si Si ?
Sensibilidad hepatica a la insulina Mixto ? ?
Metabolismo de lipidos

Tasa de sintesis de colesterol Si ? ?
Colesterol total Si ? ?
Colesterol LDL Si ? ?
Colesterol HDL Mixto ? ?
Triglicéridos Si Si No
Acidos grasos libres Si No Mixto
Fosfolipidos en plasma Si Poco ?
Acetilcarnitinas en plasma Poco ? ?
Diglicéridos Si Si ?
Oxidacion de lipidos mitocondriales Si ? ?
Metabolismo energético

Gasto energético Si Si Si
Hambre subjetiva Si Si Si
Ingesta de alimento Si No ?
Leptina Si No Si
Ghrelina Si No No

"?": la influencia del sistema circadiano no es conocida
"Mixto" evidencia contradictoria
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Control circadiano de la termorregulacion

El reloj circadiano en los adipocitos es necesario para mantener los ritmos de la

termorregulacion en la temperatura corporal.

El tejido adiposo se presenta en tres categorias distintas: blanco (TAB), pardo (BAT) y beige
(TABe). ElI mas abundante en mamiferos es el TAB y estd caracterizado por contener
diferentes células (pre-adipocitos, adipocitos, fibroblastos, neutrdfilos, macréfagos,
linfocitos y células endoteliales (Rafols, 2014). EI BAT no proviene de la misma linea celular
que el TAB, por lo que se distingue por tener un alto contenido mitocondrial, y por lo tanto,
un mediador importante en la regulacion de la temperatura. BAT convierte ATP en calor a
través del desacoplamiento de la oxidacién de lipidos en la mitocondria. Este proceso se da
por las proteinas transmembranales mitocondriales llamadas UCPs. Especificamente laUCP1
disminuye el gradiente normal de protones por la fosforilacion oxidativa, por lo que los
protones en el espacio intermembrana pueden regresar a la matriz mitocondrial, cambiando
la concentracion de protones en ambos lados de la membrana, lo que genera unapérdida de
energia a traves de calor. BAT se encuentra en mayores cantidades en humanos en edad
temprana y en mamiferos pequefios. Finalmente, el TABe esté relacionado a TAB, pero tiene

funciones parecidas al BAT (Wu et al., 2013; revisado en Lekkas y Paschos, 2019).

El reloj circadiano en BAT regula la expresion ritmica del doble de los genes que en el TAB
(zZhang et al., 2010). ElI cambio de fase por luz cambia la expresion genética de la
termorregulacion en BAT e induce la transformacion de BAT a TAB con acumulacion de
lipidos (Herrero et al., 2015; revisado en Lekkas y Paschos, 2019). La exposicion constante
alaluz alo largo de 24 horas incrementa la adiposidad en ratones, a través de la disminucion
de sefalizacion adrenérgicahacia BAT y reduce la captacion de glucosa y &cidos grasos en
BAT (Kooijman et al., 2015).La B-oxidacion de &cidos grasos estimula la termogénesis en
BAT vy la captacion de glucosay acidos grasos por BAT incrementa con la activacion de la
termogénesis (Cannon and Nedergaard, 2011). Esta captacion de glucosa y acidos grasos por
BAT ha mostrado ser ritmica en ratones, al igual que su capacidad de eliminar lipidos
postprandiales (van den Berget al., 2018; van der Veen et al., 2012; revisado en Panda, 2016),
teniendo su pico al inicio de la actividad de la fase activa que coincide con el de la actividad

termogénica en ratones (Lekkas y Paschos, 2019).
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La pérdida de Rev-erb especifica de BAT genera una pérdida en la expresion ritmica de las
proteinas UCP y de las fluctuaciones ritmicas en la temperatura corporal. Debido a que la
temperatura corporal acta como un zeitgeber, cambios en esta afecta el reloj en el resto del
cuerpo (Panda, 2016).

PARTE Ill: DESINCRONIZACION CIRCADIANA Y SUS EFECTOS EN EL
METABOLISMO

La electricidad y el constante acceso a la luz, energia y alimento, asi como los horarios de
trabajo 24 horas y la capacidad de poder viajar entre zonas horarias han creado un ambiente
con patrones muy diferentes a los que tenian nuestros ancestros. Aunque hay muchos
aspectos positivos acerca del estilo de vida tecnoldgico, sin duda estos cambios han
contribuido en un aumento en la prevalencia de enfermedades metabolicas y psiquiatricas
(Vetter, 2020).

La melatonina es una hormona sintetizada principalmente en la glandula pineal, aunque
también es sintetizada en varios tejidos en mamiferos. Su sintesis pineal estad dada por el
NSQ, por lo que esta sincronizada al ciclo de luz-oscuridad, lo cual hace que la repeticion
diaria de la sefial de melatonina sea perfectamente relacionada con la fase de oscuridad,
haciendo que esta molécula sea un sincronizador de diversos ritmos circadianos. Los
estimulos de luz (principalmente la luz azul) activan el catabolismo de la melanopsina en las
células ganglionares fotorreceptoras que proyectan al hipotalamo via el TRH inhibiendo la

sintesis de melatonina (Reiter, 1991; revisado en Cipolla-Neto y Amaral, 2014)

El precursor de la melatonina es el triptéfano, el cual es transformado por la enzima triptéfano
hidroxilasa en 5-hidroxitriptofano y posteriormente es convertido a serotonina. La serotonina
a su vez esacetilada por una acetiltransferasa (AANAT) para convertirse en N-acetil
serotonina (NAS) la cual se convierte en melatonina por una enzima metiltransferasa
(ASMT). Todas estas enzimas estan bajo el control de los sistemas endocrinos y circadianos
que regulan el tiempo, duracién y cantidad de melatonina que se produce (Cipolla-Neto y
Amaral, 2014).
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La melatonina tiene varios mecanismos de accion pleiotropicos. Primero, tiene efectos no
mediados por receptores celulares que involucran la interaccion directa de la melatonina
como agente antioxidante. De hecho, esta molécula se considera uno de los agentes
antioxidantes mas importantes ya que no solo se quela el oxigeno y las especies reactivas del
nitrégeno, sino que también moviliza el sistema enzimatico antioxidante intracelular.
Ademas, la melatonina se une a receptores especificos membranales (MTNR1Ay MTNR1B
en humanos) que interactian con mensajeros secundarios, creando distintos efectos en los
distintos tejidos en donde se encuentran los receptores. Finalmente, se ha propuesto una
posible interaccion con los receptores nucleares ROR/RZR (Jockers et al., 2016).

Aunque la melatonina sélo se produce durante la fase de oscuridad, esta tiene efectos que se
ven durante el dia cuando se encuentra en sus niveles minimos, especialmente en las primeras
horas en las que se detiene su produccién (en humanos coincide con las primeras horas de la
mafiana al despertar). Estos efectos pueden darse por la inhibicion durante la noche de
algunas vias por melatonina, mostrando un efecto de potenciacion en cuando se detiene su
inhibicion. Un ejemplo de esto es una mejora en la resistencia a la insulina en las horas
tempranas del dia, debido a la accidn circadiana de la melatonina en la insulina y los niveles
de glucosa plasmatica. Otros efectos prolongados de la melatonina son aquellos que
dependen de su accién en controlar la transcripcion y/o traduccion de los genes de reloj y los
genes controlados por reloj. Un efecto sumamente importante de la melatonina y
comunmente excluido es su papel en establecer un balance energético adecuado al regular el
flujo de energia entre los lugares de almacenamiento energético en el cuerpo. Asi regula
directamente el gasto energético a través de la activacion del BAT y participando en el
proceso de conversion de TAB a BAT (Cipolla-Neto et al., 2014).

La mayoria de los animales optimizan el balance energético concentrando el almacenamiento
de energia durante el dia y movilizando la energia almacenada durante la fase de descanso
para producir la energia necesaria para sostener los procesos basicos mientras no estamos
consumiendo alimento. La melatonina es el mediador clave para la integracién entre el patron

ciclico ambiental y la distribucion de procesos fisico y de comportamiento para la
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optimizacion del balance energético y la regulacion del peso corporal, caracteristicas

cruciales para un metabolismo saludable (Saarela y Reiter, 1994).

La reduccion de la produccion de melatonina dada por actividades que cambian la
sincronizacién por luz como el trabajo por turnos, la exposicion a luz durante la noche, o el
cambio de horario causan desincronizacion circadiana e inducen resistencia a la insulina,
intolerancia a la glucosa, perturbaciones de suefio, y un estado de cronodisrupcion que lleva
a la obesidad. Varios estudios han demostrado que esta disrupcion metabdlica causada por la
ausencia de melatonina en animales pinealectomizados causan sindrome diabetogenico, el
cual puede ser revertido con terapia de reemplazo de melatonina o por un protocolo de
restriccion de tiempos de comida, mientras que el entrenamiento fisico no ha demostrado
revertir los sintomas cuando el sindrome es causado por deficiencia de melatonina (Borges
et al., 2005).

La disrupcioén circadiana es un término que engloba la mayoria de otros términos usados
comUnmente (desincronizacion circadiana, desalineacion circadiana, cronodisrupcion y
desfase horario). La pérdida de la sincronizacion entre el reloj interno y los Zeitgebers resulta
en la disrupcién de los ritmos circadianos e impacta seriamente la homeostasis metabdlica,
provocando cambios en el comportamiento de la alimentacion, alteraciones del metabolismo
de la glucosa y lipidos y aumento de peso. Las desincronizaciones circadianas como comer
de noche, exposicion a luces artificiales de noche, trabajos nocturnos, y alteraciones en genes
del reloj circadiano tienen efectos dafiinos en el metabolismo y aumentan el riesgo de tener
varios desordenes cardio metabdlicos como obesidad, diabetes, sindrome metabdlico y
enfermedades cardiovasculares (Narjis y Sobia, 2020). La figura 12 ilustra un modelo de la

disrupcion circadiana y sus posibles efectos metabdlicos.

51



o Hiperlipidemia

@ ¢ Hipercolesterolemia

G &
g O

* Bajos niveles de
HDL

\/_ e Hipertension
( ¢ Enfermedades
cardiovasculares

Noch
( 5 ¢ Hiperglucemia

¢ Resistenciaala

‘ A insulina
T e Estado
proinflamatorio

e Obesidad
abdominal

Figura 12. Efectos de la disrupcion circadiana en el metabolismo en humanos. El reloj circadiano se ve
afectado por variables con distintas etiologias. Las mutaciones genéticas, la disrupcion en el consumo de
alimento, la exposicidn a la luz y el trabajo nocturno pueden provocar alteraciones en el reloj circadiano que
tenga como consecuencias distintas alteraciones metaboélicas en 6rganos importantes. Modificado de Narjis y
Sobia, 2020.
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Estudios en ratones han demostrado que las mutaciones en genes del reloj cominmente
muestran fenotipos diabéticos u obesos y poseen defectos en vias metabdlicas centrales como
la secrecion de insulina y gluconeogénesis (Marcheva et al., 2013; Turek et al., 2005).
Ademas, desincronizaciones circadianas en roedores cominmente provocan hiperfagia,
resistencia a la insulina e hiperlipidemia (Li et al., 2012; Morris et al., 2012). En humanos,
la desincronizacion circadiana eleva los niveles de glucosa, insulina y triglicéridos (Scheer
et al., 2009; Ribeiro et al., 1998) y disminuye los niveles de gasto energético (McHill et al.,
2014; revisado en Poggiogalle et al., 2017). Cambios en la duraciondel periodo de suefio y
baja calidad de este interfiere con el sistema enddcrino y esta estrechamente relacionado con

la resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 y obesidad (Zizi et
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al., 2010). La deprivacion de suefio combinada con una desincronizacion circadiana esta
relacionada experimentalmente a una menor tasa metabolica basal y un aumento en los
niveles de glucosa plasmética postprandial (Buxton et al., 2012); también reduce la leptina
(Mullington et al., 2003), incrementa los niveles de ghrelina y promueve la sensacion de
hambre (Schmid et al., 2008; revisado en Rienke et al., 2019). La leptina y la ghrelina son
fuertes modificadores delmetabolismo (Cui et al., 2017) y estan controlados por el reloj
circadiano (Kalsbeek et al., 2001; Laermans et al., 2015) por lo que no es sorpresa que las
disrupciones circadianas inducidas por factores externos como el jet-lag, causen obesidad y
resistencia a la leptina (Kettner et al., 2015). Ademas, desdrdenes congeénitos en el ritmo de
suefio como el sindromede la fase avanzada del suefio, causada por mutaciones en genes de
reloj que codifican para CK18, PER2 (Xu et al., 2005) o CRY2 (Hirano et al., 2016), genera
que los individuos afectados tengan suefio en la tarde y se despierten a la mitad de la noche,
dando lugar a una incapacidad de llevar a cabo una vida social normal. De igual forma, una
mutacion especificaen CRY1 puede tener el efecto opuesto y causar un atraso en la fase de
suefio (Patke et al., 2017). Lo mas importante es que debido a que estas personas deben forzar
el ajuste al ritmo“normal”, el ritmo circadiano de estas personas con desérdenes en el ciclo

suefio-vigilia estanconstantemente desincronizados con el ambiente (Rienke et al., 2019).

Estudios experimentales de la desincronizacion circadiana

Debido a que la desincronizacion circadiana es dificil de medir, es indispensable contar con
protocolos validos para estudiar su comportamiento y sus efectos. Estos protocolos deben de
forzar la desincronizacion de alguna manera, la mas comuan es donde los individuos son
expuestos a condiciones constantes diarias de luz tenue para evaluar su comportamiento con
base en el reloj interno sin el enmascaramiento por la luz. Esto permite la medicion no solo
de los parametros base de los ritmos circadianos (amplitud, periodo, fase, etc.), sino que
también permite examinar los efectos de la desincronizacion entre ritmos circadianos y ciclos
del comportamiento en la fisiologia humana. Estos protocolos deben demostrar que la
desalineacion circadiana tiene efectos sobre el metabolismo de los humanos para poder ser
validos. Por ejemplo, algunos protocolos que evaltan la ingesta calorica proveen a los sujetos
examinados de desayuno, comida, cena y meriendas los cuales no representan los mismos

patrones de consumo calérico que en condiciones no experimentales, siendo estas mas
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erraticas. Por lo tanto, es necesario estandarizar estos protocolos para que los resultados,
aunque no sean perfectos, sean constantes entre los mismos y los resultados sean comparables
(Evans y Davidson, 2013).

Un concepto importante de considerar es el cronotipo, el cual ha sido definido por
Roenneberg como la fase en la cual un individuo se sincroniza con el dia (Roenneberg, 2012;
revisado en Vetter, 2020). La medicion del momento de liberacion de melatonina es un
marcador aceptado para determinar la fase circadiana en humanos (Arendt, 2006; Benloucif
et al., 2008; revisado en Vetter, 2020). Para evitar efectos de enmascaramiento, es comun
recolectar muestras repetidas de plasma o saliva en condiciones de luz tenue, aunque otros
parametros fisiolégicos como la temperatura corporal también pueden ser usados para
estimar la fase circadiana, pero son mas sensibles a enmascaramiento de otros factores como
la actividad fisica o el suefio que los ritmos de melatonina. Por Gltimo, un recurso menos
costoso es la evaluacion del tiempo de suefio en dias libres (sin alarmas) o por diarios o

cuestionarios de suefio como el cuestionario de Cronotipo de Mdnich (Vetter, 2020)

Impacto del trabajo nocturno en la salud metabdlica

El trabajo por turnos es un esquema de trabajo no tradicional en donde los trabajadores
laboran turnos de distintas horas durante el dia o la noche. La sociedad moderna depende de
operaciones que corren las 24 horas del dia, por lo que se estima que hasta un 20% de
trabajadores en naciones industrializadas tienen este tipo de trabajo (Antunes et al., 2010).

El trabajo nocturno en personas tiene efectos negativos en el metabolismo de los nutrientes
y las personas que lo realizan tienen un riesgo mas grande de desarrollar diabetes y
enfermedades cardiovasculares especificamente por la alteracion del ciclo suefio-vigilia, lo
que lleva a una disrupcion del reloj interno (Rienke y Asher, 2019). La sintesis de melatonina
ocurre durante el periodo de oscuridad y resulta en la induccién de suefio en humanos. El
trabajo nocturno y la exposicion a luces artificiales en la noche altera la sintesis de melatonina
pineal (Panda et al., 2002). La reduccion en la sintesis de melatonina en humanos altera los
ciclos de suefio-vigilia, disminuye la sensibilidad a la insulina, la intolerancia a la glucosa, y
eventualmente lleva a la obesidad (Cipolla-Neto et al., 2014; revisado en Narjis y Sobia,
2020).
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Para simular el trabajo por turnos en condiciones experimentales, se somete a los individuos
a actividades de bajo estrés durante las horas nocturnas para mantener el estado de alerta por
varios dias en el laboratorio. En modelos de roedores nocturnos, el trabajo por turnos por
rotacion (como en enfermeras o doctores) ha sido simulado a través del uso de alternancia de
ciclos de L:O, mientras que para el trabajo por turnos con noche fija (como un policia que
trabaja en la seguridad de las calles por la noche) se administran horarios de trabajo diurno
(haciendo a los ratones correr en una rueda) y se restringe el acceso a alimento. Los estudios
actuales en ratones y ratas han demostrado que el momento en el que se realiza la actividad
tiene efectos metabdlicos, aunque el numero de estudios es limitado. Los resultados en
general sugieren que los cambios en el horario de luz/oscuridad afectan algunos parametros

metabolicos como peso corporal y metabolismo de la glucosa (Evans y Davidson, 2013).

Efecto de la intensidad de la luz durante la noche en la salud metabdlica

Los seres humanos pasan la mayoria del tiempo bajo techo, lo cual disminuye drasticamente
la exposicion a la luz solar. Ademas, nos exponemos a luz artificial en las noches, lo cual

resulta en una sefial de luz/obscuridad debilitada (Vetter, 2020).

La exposicion a luz brillante durante el dia incrementa la secrecién de melatonina nocturna
(Park y Tokura 1999), por lo que falta de luz brillante durante el dia puede atenuar los ritmos
de reloj central y consecuentemente afectar el metabolismo. Varios experimentos han
reportado que la terapia de luz de alta intensidad en la mafiana mejora el metabolismo de
carbohidratos y la pérdida de grasa. Por otro lado, la exposicién aguda a luz brillante (>500—
600 lux) en la tarde incrementa la resistencia a la insulina y eleva los niveles postprandiales
de insulina, glucosa y niveles de GLP-1 relativo a la exposicion a la luz tenue (<2-5 lux)
(Albreiki et al., 2017; Gil-Lozano et al., 2016; revisado en Poggiogalle et al., 2018). En
estudios realizados con ratones, se ha demostrado que la exposicion a luces artificiales en la
noche puede causar disrupcion circadiana. Ratones expuestos a luz intensa constante por 24
horas mostraron una intolerancia a la glucosa y ganancia de peso sin haber incrementado el
consumo calorico cuando se les compard con ratones expuestos a ratones expuestos a un ciclo

de luz-oscuridad normal (Fonken et al., 2014).

Se ha observado que los ratones en respuesta a 24 horas de exposicion continua a la luz

incrementaron su consumo de alimentos y disminuyeron su gasto energético. La ganancia de
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peso fue més rapida en ratones expuestos a luz constante en comparacion con ratones
sometidos a una dieta alta en grasas. Esto explica el rol de la exposicion a luz constante en la
desregulacién circadiana del metabolismo, ya que cuando estos ratones se regresaron a un
ciclo de luz-obscuridad normal, recuperaron su habilidad para metabolizar la glucosa y

mejoro su consumo alimenticio (Fonken et al., 2013; revisado en Narjis y Sobia, 2020).

La exposicion a la luz durante la noche es una caracteristica de las condiciones ambientales
en las que vivimos actualmente. Las fluctuaciones anuales en la longitud de los dias generan
cambios en el tiempo de exposicion a la luz solar, por lo que el uso de luces artificiales en

humanos atenla estos cambios estacionales (Narjis y Sobia, 2020).

Implicaciones en el metabolismo ocasionados por tiempos de comida irregulares

Los tiempos de alimentacion son muy importantes para la sincronizacion adecuada de las
vias metabdlicas que se encargan del aprovechamiento de los nutrientes. Los patrones de
alimentacion en ratones estan coordinados por el NSQ el cual regula la secrecion dehormonas
relacionadas a la alimentacién de una manera circadiana, como la ghrelina y leptina
(Kalsbeek et al., 2001). Los niveles de leptina se encuentran disminuidos en humanosque
comen durante la noche, lo cual provoca un aumento de consumo de alimento en la misma
(Milano et al., 2012). Aun asi, la evidencia es contraria en este tema, pues algunos estudios
han demostrado que los niveles de leptina son similares entre individuos que comenen la
noche y el grupo control que ingiere alimentos durante el dia (Allison et al., 2005; Haraguchi
etal., 2018).

El modelo de restriccion de alimento (TRF por sus siglas en inglés) consiste en limitar la
ingesta de alimentos a una ventana de tiempo que coincide con el periodo de actividad,
comunmente de 12 horas, pero recientemente se han implementado ventanas de 10, 8 y hasta
6 horas. En roedores, un TRF de 8-12 horas durante la noche subjetiva logra prevenir
obesidad independientemente de la ingesta caldrica y a mayor restriccién se han observado
mayores beneficios, aunque un tratamiento conjunto de déficit calérico con TRF causa los

mayores beneficios en roedores (Manoogian et al., 2022).

Los protocolos de TRF pueden causar una desconexion entre la luz (NSQ) y los osciladores

que responden a la alimentacion cuando son implementados durante la fase inactiva del sujeto

(noche en humanos y dia en roedores), mientras que bajo condiciones ad libitum los ritmos
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de alimentacion estan sincronizados y controlados por el NSQ.

El TRF ha demostrado reducir enfermedades metabolicas y revertir el desarrollo de
desordenes metabdlicos en ratones con obesidad y diabetes tipo 2 preexistentes (Chaix et al.,
2014) cuando se implementa durante la fase de actividad. Ademas, el TRF en ratones resulta
en una pérdida de peso rapida, restaura la tolerancia a la glucosa y disminuye la severidad de
la esteatosis hepatica. Los ratones expuestos a este régimen alimenticio muestran mayores

niveles de actividad que los ratones con alimentacion libre (Chung et al., 2011).

En ratones knockout para Cryl, Cry2, Bmall y Rev-erb o/p especifico de higado, la
restriccion en la ventana de alimentacion previene obesidad y problemas metabdlicos, como
intolerancia a la glucosa, higado graso y dislipidemias, comparado con ratones knockout
expuestos a una alimentacion libre durante el dia (Chaix et al., 2014). Por otro lado, cuando
a ratones juveniles sometidos a TRF durante su infancia se les deja un periodo de
alimentacion libre durante la adultez, muestran dafios severos e irreparables como desordenes
metabdlicos, aumento de peso, supresion del sistema inmune, retraso en la madurez sexual y
un aumento en el riesgo a desarrollar enfermedades cardiovasculares (Hu et al., 2019;

revisado en Narjis y Sobia, 2020).

En humanos, cuando el inici6 de la ventana de alimentacion es temprano en el dia se observa
un aumento en la sensibilidad a la insulina y mejoramiento de la funcién de las células B, asi
como disminucion en la presién sanguineay el estrés oxidativo (Sutton et al., 2018). Ademas,
TRF en humanos ha mostrado disminuir el peso corporal, los niveles circulantes de glucosa,
triglicéridos, LDL y aumenta los niveles circulantes de HDL (Rothschild et al., 2014;
revisado en Narjis y Sobia, 2020).

Aunque se han llevado a cabo investigaciones en varios modelos animales, se ha observado
que los protocolos experimentales se enfocan en problemas muy especificos, como larotacion
de turnos, el desfase horario o el trabajo forzado durante el periodo de descanso. Tambiéen
existen protocolos que no tienen un equivalente claro en la vida social humana, peroque
presentan un desafio para lograr una desincronizacion circadiana, como los periodos de

duracién distinta a 24 horas.

El uso de modelos animales nos permite comprender mejor los efectos de las manipulaciones
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en el ambiente de luz sobre los aspectos metabdlicos. La variabilidad en las respuestas
observadas indica que la forma en que los organismos responden esta influenciada tanto por
el protocolo de fotoperiodo como por el de alimentacion, ademés de depender del modelo
bioldgico utilizado. Estudiar una variedad mas amplia de organismos con fisiologia similar
nos ayudaria a determinar si algunas consecuencias experimentales son especificas del

modelo utilizado o si pueden considerarse como una respuesta general en el grupo de estudio.

PROPUESTA DE PROTOCOLO EXPERIMENTAL EN LOS EFECTOS DE
DESINCRONIZACION CIRCADIANA

Los ciclos irregulares de suefio y vigilia también ocurren en otros sectores de la poblacién;
un ejemplo son los adultos jovenes que suelen presentar horarios irregulares
agudizados en los fines de semana y que pueden ser un factor detonante de diversos
problemas metabolicos. Para estudiar el efecto que puede tener la desincronizacion
circadiana causada por horarios irregulares, este protocolo experimental sugiere evaluarlas
consecuencias de la exposicion a fotoperiodos irregulares sobre la conducta y la fisiologia.
Se propone como modelo experimental al ratén de los volcanes Neotomodon alstoni ya que
en estos ratones, los cuales son criados en bioterio, existe una parte variablede la poblacion
mas susceptible a desarrollar obesidad (Miranda-Anaya et al; 2019), debido a esta
susceptibilidad, es interesante revisar si las alteraciones en la regularidad del fotoperiodo
tienen impacto sobre los procesos fisiolégicos y conductuales regulados de manera

circadiana.

En los ratones adultos N. alstoni existe diversidad de fenotipos entre obesos y delgados. En
investigaciones previas se ha observado que los ratones obesos muestran una
desorganizacidn circadiana comparada con los delgados, tanto en amplitud como en fase de
diversos parametros fisioldgicos y conductuales (Miranda-Anaya et al; 2019). Se ha
planteado la pregunta si es la obesidad la que lleva a un estado de organizacion circadiana
distinta, o si es posible inducir dicha condicidn por efecto de una desincronizacion circadiana
con el ambiente y que, ademas, induzca un cambio hacia la obesidad. Esta pregunta ha sido
investigada en otros modelos animales con resultados variables; en nuestro caso el uso del

modelo de Neotomodon es interesante por su vulnerabilidad a desarrollar obesidad sin inducir
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con dietas hipocaldricas.
El presente trabajo tiene como propuesta plantear un escenario que permita conocer si es

posible inducir una condicion de desincronizacion circadiana en animales que se han

mantenido delgados hasta su condicion adulta, y que estuviera vinculada a desordenes
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conductuales y metabolicos como los que se aprecian en otros protocolos y modelos
bioldgicos.

El protocolo consiste en la exposicion semanal de iluminacion en un formato zig-zag,
caracterizado por tres ciclos L:O de 26 horas, seguidos de desfase horario de 4 horas, y
continuar con tres ciclos de 22 horas. El protocolo sostenido durante tres meses debe evitar
mantener una fase estable entre el NSQ y osciladores periféricos para poder forzar una

desincronizacion circadiana interna.

Ademas, este protocolo permitird entender si se puede evaluar una posible desincronizacion
circadiana que sea referencia para estudios en otros niveles como el fisiologico y el molecular
entre el NSQ del hipotadlamo y los osciladores periféricos.

Un candidato importante son la expresion de proteinas de reloj PER1 y BMALL, asi como
de algunas proteinas que retroalimentan al reloj circadiano, como la SIRT1 y PPAR en
higado.

En este sentido, si la exposicion cronica a un fotoperiodo irregular tiene efectos en la
amplitud de expresion de proteinas de reloj PER1 y BMAI1, asi como en proteinas SIRT1 y
PPARS en higado, se puede considerar que horarios irregulares de iluminacion pueden

producir desincronizacion circadiana.

Estrategia metodoldgica

La metodologia del protocolo se encuentra ilustrada en la figura 13. Durante todo el protocolo
la disponibilidad de agua potable y alimento estandar para roedores serd ad libitum. Los
ratones seran aclimatados en una habitacion con temperatura y fotoperiodo controlado. El
mantenimiento de los animales, asi como el registro de peso de los ratones se realizard una
vez a la semana; durante el protocolo de luz-oscuridad se hara el mantenimiento en la
fotofase.

Dado a que los ratones que desarrollan sobrepeso u obesidad se diferencian entre 4 y 7 meses
de edad, se usaran ratones macho que tengan alrededor de un afio y que hayan mantenido su
peso estable durante los ultimos dos meses. La especie tiene un periodo de vida de hasta 5
afios de acuerdo con previas observaciones, por lo que se consideran ratones adultos jovenes
(Ayala-Guerrero et al., 1998).
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Los estudios conductuales seran desarrollados como se ha sefialado anteriormente
(Arellanes-Licea et al., 2021):

1.

Se expondré a los individuos a tres semanas de aclimatacién en el cuarto bioterio de
la UMDI Juriquilla.
Los ratones seran introducidos a una camara de ambiente controlado (ADAPTIS

1000) donde se mantendra constantes la temperatura, la humedad y la ventilacion.

La iluminacion sera controlada mediante un temporizador doméstico y tiras de luces LED

blancas hasta lograr una intensidad de 300 Lx. Las cAmaras estan adicionadas con un sistema

automatizado de registro basado en sensores infrarrojos, que al ser cruzados permiten detectar

la actividad locomotriz de los ratones de manera individual (ACTIBIO).

Protocolo de fotoperiodo irregular:

1.

Se pondran 16 ratones macho en una cdmara de ambiente controlado (ADAPTIS
1000, CONVIRON), donde durante 2 semanas permaneceran con un fotoperiodo LO
12:12 (fotofase 06:00-18:00).

Posteriormente se cambiard el fotoperiodo irregular. Ese patron se repetird durante al
menos 3 meses.

Un grupo control de 12 ratones permanecerd fuera de la cdmara de ambiente
controlado, en un fotoperiodo LO 12:12 y una temperatura regulada entre 21-24°C
durante los 3 meses que dure el experimento de fotoperiodo irregular para ser
considerado como grupo control externo, dado a que es necesario corroborar si los

posibles cambios no se deben a la edad aun en condiciones de fotoperiodo L:D 12:12.
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Figura 13. Metodologia del protocolo de investigacidn de desincronizacion circadiana en Neotomodon alstoni
que muestra el periodo de aclimatacion de 3 semanas. Posteriormente, un grupo experimental con exposicion a
fotoperiodo irregular durante 3 meses y un grupo control que se mantendra en un fotoperiodo regular durante 3
meses. Ambos grupos tendran comida y agua ad libitum. Las mediciones experimentales se realizaran durante

el fotoperiodo.

Creado en Biorender.com

Protocolo de muestreo por técnica Western blot:

La técnica de Western blot (también conocida como inmunotransferencia o immunoblotting)
es una técnica de laboratorio conformada por la separacion de las proteinas de una muestra
mediante electroforesis en gel y ampliamente utilizada en investigacién biomédica y
biotecnologica, ya que permite identificar y cuantificar proteinas especificas, lo que puede
ser atil para investigar su funcion y expresion en diferentes procesos biologicos. El proceso
de Western blot implica varias etapas. Primero, se realiza una separacion de las proteinas

presentes en la muestra mediante una técnica de electroforesis en gel, donde se utilizan
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campos eléctricos para mover las proteinas a través de un gel de poliacrilamida, que es un
paso critico donde las proteinas se separan segln su tamafio y carga eléctrica permitiendo su

visualizacion y posterior transferencia a una membrana.

La transferencia a una membrana permite la deteccion de las proteinas de interés mediante la
utilizacion de anticuerpos especificos. La seleccion del anticuerpo primario es un paso
importante en la técnica de Western blot, ya que debe ser altamente especifico para la proteina
de interés y no unirse a otras proteinas no deseadas en la muestra. Se realiza la incubacion de
la membrana con un anticuerpo primario especifico que se une a la proteina de interés. La
deteccion del anticuerpo primario se realiza mediante la utilizacién de un anticuerpo
secundario etiquetado con una sustancia quimica como una enzima o un fluoréforo. La sefial
generada por el anticuerpo secundario se detecta mediante técnicas de imagen, como la
quimioluminiscencia o la fluorescencia, lo que permite la visualizacion de la proteina de

interés.

Las muestras de higado extraidas en el experimento de desincronizacion circadiana seran
homogeneizadas en una mezcla de inhibidores de proteasas y buffer RIPA para después ser
analizados mediante la técnica de Western blot, utilizando protocolos estandarizados
(Arellanes-Licea et al., 2014 y Miranda-Anaya et al; 2019). Se usaran anticuerpos primarios
especificos policlonales (PER1, BMAL1, SIRT1, PPARa) y el control de expresion
constitutiva sera la proteina GAPDH o Tubulina. Las bandas seran visualizadas con el kit AP
Conjugate Substrate (Bio-Rad Laboratories) y las membranas digitalizadas con el programa
Image J (version 1.38, NIH, USA). Las proteinas de reloj seran normalizadas a la sefial del
constitutivo de acuerdo con previos trabajos publicados (Arellanes-Licea et al., 2014 y
Miranda-Anaya et al; 2019).

En el caso de que la desincronizacion circadiana con fotoperiodo irregular tenga un efecto
metabolico en N. alstoni, observaremos un cambio en la expresion de las proteinas de reloj
PER1, BMALL, SIRT1 y PPARs en el grupo experimental los cuales estaran relacionados

con un aumento en marcadores de obesidad.
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Conclusion
Los ritmos circadianos en humanos se han visto afectados en las Ultimas décadas debido a

los avances tecnoldgicos que rompen con los patrones naturales de la ritmicidad diarias de
luz, temperatura, acceso al alimento y otros factores biolégicos que generan una
desincronizacion circadiana causada por actividades como el trabajo por turnos, la ingesta de
alimento y/o exposicion a luz durante la noche, los cambios de horario, entre otros. Estas
actividades estan vinculadas con una mayor incidencia de enfermedades metabdlicas debido
a su disrupcion en la liberacion de hormonas con efectos cronobioldgicos como la
melatonina. Dentro de los efectos mas importantes que ocurren por un estado de
desincronizacion circadiana se encuentran la resistencia a la insulina, la intolerancia a la
glucosa, perturbaciones de suefio, hiperlipidemia, aumento del riesgo de enfermedades
cardiovasculares, y obesidad. Es sumamente importante tener un método para evaluar de
manera eficaz el estadio cronobiologico con técnicas fiables que permitan tratar estos
sindromes a través de intervenciones como la restriccidn en la ventana de alimento, terapias
hormonales, o intervenciones cronobioldgicas pertinentes. Por lo tanto, la propuesta de este
trabajo es evaluar un protocolo experimental que permita medir los efectos de la
desincronizacion circadiana cronica en los tejidos periféricos y su posible afeccion

metabdlica.
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