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RESUMEN

El sistema de reloj circadiano en mamiferos regula y coordina los ritmos diarios de
comportamientos multiples y procesos fisiolégicos, como la actividad de suefio-
vigilia, la alimentacion y la homeostasis metabdlica de la energia. Una
desregulacion o desalineacién interna entre la oscilacion del marcapasos principal
(nucleo supraquiasmético) y osciladores secundarios (tejidos periféricos) del
sistema circadiano pueden llevar al desarrollo de la obesidad y el sindrome
metabdlico. El ratdbn de los volcanes Neotomodon alstoni en condiciones de
cautiverio muestra obesidad en algunos ejemplares después de los 6 meses de
edad sin la induccién por dietas hipercaléricas. El objetivo de este estudio fue
determinar si el estado de obesidad en ratones machos muestra alteraciones en
los ritmos diarios de actividad locomotriz y alimentacion en fotoperiodos natural y
artificial (Luz-Oscuridad 12:12), y el perfil diario de expresion de algunas proteinas
del metabolismo lipidico en el higado, como PPARa, PPARy, PGC-1a, CPT1 y
SREBP-1c, las cuales se relacionan con la Proteina Reloj circadiana BMAL1. Los
resultados indicaron que no existe una diferencia significativa entre ambos
fotoperiodos en los ratones obesos. El perfil diario de actividad locomotriz de los
obesos mostré una reduccion (cerca de 80%) durante la noche y un aumento (mas
de 200%) durante el dia, el cual se correlaciona con un aumento del consumo de
alimento. En los obesos, existi6 una reduccion del ritmo de expresiéon de BMAL1
(cerca de 30%), diferencias de amplitud de la expresion de PGC-la y una
desalineacién circadiana de los ritmos de expresiéon de PPARa y SREBP-1c en el
higado, con respecto a ratones delgados. Sin embargo, no se encontraron
diferencias en CPT1 y PPARy. En conclusion, se sugiere que existe una
atenuacion entre la funcion del sistema circadiano central y el higado en los
ratones obesos. Las desalineaciones circadianas de PPARa (catabolismo de
lipidos) y SREBP-1c (sintesis de lipidos) pueden deberse al desplazo del tiempo
de alimentacion y, en conjunto con la hipoactividad nocturna, pueden propiciar el
estado de obesidad en Neotomodon alstoni.

Palabras clave: Desalineacion circadiana, Neotomodon alstoni, metabolismo
lipidico hepatico, obesidad, ritmos diarios.



SUMMARY

The mammalian circadian clock (suprachiasmatic nucleus) regulates and
coordinates the daily rhythms of multiple behavioral and physiological processes,
such as sleep-wake activity, nutrition and metabolic energy homeostasis.
Deregulation or internal misalignment between the main circadian pacemaker and
secondary circadian oscillators (peripheral tissues) may be related to the
development of obesity and metabolic syndrome. The mouse Neotomodon alstoni
in captivity shows obesity in some individuals after 6 months of age, without
induction by hipper caloric diets. This study aimed to determine whether the state
of obesity in male mice show alterations in the daily rhythms of locomotor activity
and food in natural and artificial photoperiod (light-dark 12:12), and the daily profile
of expression of some proteins involved in hepatic lipid metabolism as PPARaq,
PPARy, PGC-1a, CPT1 and SREBP-1c, which are also related to circadian clock
protein, BMALL1. The results indicated no significant difference between
photoperiods in obese mice. The daily locomotor activity profile of obese showed a
reduction (about 80 %) overnight and an increase (more than 200 %) during the
daytime, which correlates with an increase in food consumption. In obese, there
was a reduction in the rate of expression of BMAL1 (about 30 %), amplitude
differences in the expression of PGC-1a and circadian misalignment of the rhythms
of expression of PPARa and SREBP-1c in the liver, compared to lean mice.
However, no differences were found CPT1 and PPARy. In conclusion, it is
suggested that there is attenuation between the role of the central circadian system
and liver in obese mice. PPARa circadian misalignment (lipid catabolism) and
SREBP-1c (lipid synthesis) may be due to the shifted time of feeding and together
with night hypoactivity, can lead the state of obesity in Neotomodon alstoni.

Key words: Circadian misalignment, daily rhythms, lipid metabolism in liver,
Neotomodon alstoni, obesity.
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Antecedentes

Capitulo |. Generalidades de los ritmos circadianos.

La mayoria de los sistemas vivos en sus habitats estan sujetos a las fluctuaciones
de la luz solar y temperatura como una consecuencia de la rotacion de la Tierra en
un tiempo aproximado de 24 h. Por lo que un rango amplio y diverso de especies,
desde bacterias hasta seres humanos, presentan cambios ritmicos asociados a un
oscilador biolégico endégeno muy conservado a través de la evolucion (Kuhlman
et al. 2007). Este oscilador funciona como reloj y representa una ventaja
adaptativa ante los cambios periddicos del ambiente, facilitando la anticipacion y la
regulacion de los procesos fisiolégicos o biolégicos en el tiempo, que van desde la
fotosintesis en plantas hasta el ciclo de suefio-vigilia en mamiferos (Takahashi et
al. 2008a; Mohawk et al. 2012). Los ritmos biolégicos mas estudiados son los
ritmos circadianos (Latin: circa = “cercano a”; dies = “dia”) y hasta la fecha pueden
ser analizados como un sistema integral que inicia con mecanismos oscilatorios
moleculares en la expresibn de genes hasta respuestas fisiolégicas vy

conductuales circadianas (Mohawk et al. 2012; Aguilar-Roblero et al. 2015).

En cronobiologia, los principales pardmetros cuantificados en un ritmo son los que
se indican en la Fig. 1. El periodo de un ritmo es definido como la frecuencia
ocurrida en un evento dentro de un mismo rango de tiempo o ciclo completo y, en
este caso, el periodo del ritmo circadiano es cercano a las 24 h. La amplitud del
ritmo se define como el cambio en la intensidad de la variable oscilatoria desde el
valor mas alto (llamado pico o acrofase) a su valor mas bajo (llamado valle o
batifase). La acrofase representa el maximo pico en el que un ritmo ocurre y
puede variar de ciclo a ciclo. La fase del ritmo se refiere al tiempo en el que
cualquier valor particular del ciclo ocurre, por ejemplo: la fase de inicio de actividad
locomotriz o la fase de inicio del suefio del ciclo de suefio-vigilia de los animales.

Por ultimo, la diferencia de tiempo entre dos oscilaciones es conocido como una



relacion de fase entre osciladores, por ejemplo: la relacion que existe entre la fase

de alimentacion y el inicio de la actividad locomotriz (Aguilar-Roblero et al. 2015).
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Figura 1. Parametros relacionados a un ritmo circadiano. Figura modificada de (Vargas et
al. 2012).

Los ritmos circadianos presentan tres caracteristicas principales: 1) son
producidos por procesos enddgenos en los organismos, llamados relojes
circadianos, y por lo tanto generan y controlan oscilaciones de procesos
bioguimicos, fisiol6gicos y conductuales en ausencia de ciclos ambientales. 2) En
condiciones naturales, los ritmos circadianos estan alineados con los ciclos del
medio ambiente, llamados ‘dadores de tiempo’ o Zeitgebers (ZT, por sus siglas en
aleman), como luz-oscuridad, temperatura, disponibilidad de alimento y sefales
sociales o bioldgicas. Este proceso recibe el nombre de sincronizacion, y ambos
ciclos, enddégeno y externo, pueden tener periodos circadianos similares. 3) La
regulacion del reloj circadiano compensa los cambios de temperatura, de tal
manera que el periodo enddgeno del ritmo circadiano no es afectado por las
diferentes temperaturas en el rango fisiolégico, como suelen ocurrir en los

procesos fisicoquimicos; asi cada ciclo circadiano puede completarse sin cambios



drasticos de periodo. (Pittendrigh 1993; Lowrey y Takahashi 2011; Aguilar-Roblero
et al. 2015).

La sensibilidad del reloj circadiano interno es variable a lo largo del ciclo diario y
estacionalidad del ambiente, tanto en animales diurnos como nocturnos. Un
desplazo de retraso o avance de fase de la oscilacion circadiana, referido como
una curva de respuesta de fase (PRC, por sus siglas en inglés), depende de las
sefales externas (fotoperiodo, disponibilidad de alimento, quimicas, hormonales u
otras sefiales bioldgicas) y es una respuesta adaptativa para ajustar nuevamente
el reloj biolégico a las condiciones biolégicas o ambientales (Aschoff 1965;
Kuhlman et al. 2007; Aguilar-Roblero et al. 2015). Es importante sefialar ademas
que la exposicion a una sefial externa inespecifica puede perturbar la respuesta
biolégica, como la conducta de actividad locomotriz, sin mostrar un efecto en la
fase del ritmo. Tal efecto es un enmascaramiento, donde la sefial ambiental
mecanisticamente actla a través de vias sensoriales en un comportamiento
especifico del animal, independiente de alterar la fase del reloj biol6gico (Kuhlman
et al. 2007).

Capitulo 1. Organizacién del sistema circadiano en mamiferos: Marcapasos

principal vy osciladores periféricos.

En todos los modelos animales, el comportamiento circadiano puede ser analizado
como el resultado de un sistema integrado de osciladores circadianos a través del
cuerpo del organismo. Sin embargo, existe una jerarquia entre osciladores donde
existen estructuras que tienen funcién de marcapasos circadiano, conocido como
reloj dominante o maestro (Dibner et al. 2010). Las oscilaciones de este
marcapasos son producidas en células autbnomas que pueden responder
diferencialmente a sefiales de su ambiente, pero debido a que existe un eficiente
sistema de acoplamiento pueden sincronizarse entre ellas y controlar diferentes
salidas fisiologicas, ademas de imponer periodo y fase a osciladores secundarios

u otras funciones del organismo (Hogenesch y Ueda 2011).



En mamiferos, el principal marcapasos circadiano es el nucleo supraguiasmatico
(SCN, por sus siglas en inglés) localizado en el hipotalamo, el cual regula ritmos
conductuales, como la actividad locomotriz ambulatoria, y se sincroniza mediante
informacion luminica (fotica) transducida desde la retina. Las redes neuronales del
SCN funcionan de manera conjunta, coherente, labil y plastica, sincronizando y
reforzando sus oscilaciones, de forma que pueda incrementar su robustez ante la
presencia de perturbaciones genéticas o sefiales erraticas de luz (Yamaguchi et
al. 2003; Welsh et al. 2010; Mohawk et al. 2012). Asimismo, las oscilaciones
circadianas y los Genes Reloj, los cuales regulan el circuito molecular del sistema
circadiano, existen en todas las células de 6érganos como higado, rifién, corazon,
pancreas, musculo esquelético, intestino y tejido adiposo (Green et al. 2008).
Estos tejidos diferentes al SCN son conocidos en cronobiologia como osciladores
periféricos, y la fase del ciclo (acrofase) puede responder a temperatura y a
sefiales quimicas u hormonales del cuerpo, como por ejemplo, cambios en los
niveles de glucocorticoides secretados por la corteza adrenal (Balsalobre 2000) o

disponibilidad de alimento y energia (Dibner et al. 2010).

El ciclo diario de alimentacion se ha considerado como un ZT importante en el
higado, rifidbn, pancreas y corazon (Yamazaki 2000). No obstante, a pesar de la
influencia de sefales externas, el SCN tiene el papel de mantener el control
interno, ya que sus vias de salida neuroendocrina sirven principalmente como vias
de sincronizacion de fases entre los tejidos periféricos (Dibner et al. 2010; Mohawk
et al. 2012). El marcapasos central responde a los sincronizadores ambientales,
como la luz, e integra los cambios de fase mas rapidamente que los relojes
periféricos, los cuales no integran sefales féticas; y aunque la abolicién de la
funcién del SCN no impide la expresion de los ritmos circadianos a nivel del tejido
periférico, si puede causar desincronizacion interna (Yoo et al. 2004). No obstante,
el SCN también puede recibir vias de entrada no féticas, como sefiales humorales
(receptores de androgenos) (lwahana et al. 2008) y vias indirectas de
disponibilidad de alimento e informacion metabolica (Saderi et al. 2013). De esta
manera, la organizacién del sistema circadiano requiere de la combinacion de la

inervacion autdbnoma del marcapasos principal hacia los osciladores periféricos y
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viceversa, con la ayuda de sefales endocrinas y locales y de la temperatura,
dando asi una comunicacién constante entre los osciladores periféricos y el
marcapasos central, que permitirhd el correcto acoplamiento de las funciones

fisiolégicas y metabdlicas diarias del organismo (Mohawk et al. 2012).

Capitulo Ill. Maguinaria molecular del reloj circadiano en mamiferos.

El mecanismo del reloj circadiano de mamiferos es autbnomo y una oscilacion
circadiana surge de una autorregulacion por retroalimentacion negativa de una red
transcripcional/traduccional de por lo menos diez genes y sus proteinas (Fig. 2)
(Kramer y Merrow 2013). Algunos de estos son activadores: los genes de ciclos
circadianos de actividad locomotriz (clock, por sus siglas en inglés) y proteina 1
tipo ARNT de musculo y cerebro (bmall, por sus siglas en inglés) cuyas proteinas
CLOCK-BMALL1 dimerizan en el citoplasma mediante procesos de fosforilacion
para translocarse al nucleo y regulan positivamente la expresion de otros genes,
como periodo 1y 2 (perl y per2, por sus siglas en inglés) y criptocromo 1y 2 (cryl
y cry2, por sus siglas en inglés) a traveés del enlace a elementos especificos de
ADN vy cajas E de las secuencias promotoras. Cuando las proteinas PER y CRY
se acumulan en el citoplasma, se dimerizan y translocan al nucleo de la célula,
reprimiendo asi la transcripcion de los genes clock y bmall. La degradacion de
PER y CRY en el complejo del proteosoma 26S es requerida para terminar la fase
de represiobn mediante la regulacién por proteinas Skpl-Cullin-F-Box (SCF, por
sus siglas en inglés) y quinasas activadas por adenosin monofosfato (AMPK, por
sus siglas en inglés), con el fin de llevar a cabo un nuevo ciclo de transcripcion. En
este circuito molecular se encuentran los genes rev-erb’s alfa y beta y los
receptores huérfanos relacionados a acido retinoico alfa y beta (ror’s, por sus
siglas en inglés), que al traducirse causan oscilacion de antifase de BMAL1 al
impedir la expresion del gen bmall (Lowrey y Takahashi 2004; Mohawk et al.
2012; Kramer y Merrow 2013). Ademas, esta interaccion de los Genes Reloj es
modulada por diversos factores como: modificaciones postranscripcionales, donde

participan los microRNAs, y/o postraduccionales, que incluyen procesos de
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fosforilacion-desfosforilacion, acetilacion, metilacion y ubiquitinacion, de tal forma
que el asa completa del reloj molecular tiene una duracién de cerca de las 24
horas del dia (Lowrey y Takahashi 2011).
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Figura 2. Mecanismo molecular del reloj circadiano en mamiferos. BMALL1 (brain and
muscle ARNT-like protein 1), CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput), PER
(period), CRY (chryptochrome), ROR (retinoid-related orphan receptor), REV-ERBs, SCF
(skpl1-cullin-F-box), AMPK (adenosine monophospahte-activated protein kinase), FBXL3
(F-box and leucine-rich repeat protein 3), CK1 (casein kinase 1), B-TrCP (beta-transducin
repeat containing E3 ubiquitin) y CCG (clock-controlled genes; Mohawk et al. 2012).

Por otro lado, los relojes circadianos en general ejercen un amplio control sobre
varios procesos fisioloégicos a través de la regulacion de los llamados Genes
Controlados por el Reloj (CCG, por sus siglas en inglés), que son genes regulados
de manera circadiana por algunas de las proteinas del asa de regulacion del reloj

circadiano (bmall, clock y rev-erba.). Un ejemplo es el control sobre procesos



metabdlicos como la regulacion de la glucosa y la lipogénesis, donde los Genes
Reloj actuan como ‘engranajes’ para el movimiento ritmico de familias de genes
metabdlicos, los cuales poseen su propia fase para funciones y tejidos especificos.
Este control circadiano del metabolismo ocurre tanto a nivel del SCN como a nivel
de tejidos periféricos (Green et al. 2008; Lamia et al. 2008; Le Martelot et al. 2009;
Mohawk et al. 2012; Chen y Yang 2014).

Capitulo 1V. Metabolismo hepatico de los lipidos

El higado es un érgano esencial en el metabolismo de los &cidos grasos y su
regulacién en el organismo: por un lado, la esterificacion de acidos grasos en
triacilglicéridos y su transporte en lipoproteinas principalmente para su
almacenamiento en el tejido adiposo; y por otro lado, cuando hay niveles altos de
acidos grasos, la via oxidativa lleva a la produccion de energia en el higado y
secrecion de cuerpos cetdnicos que sirven como fuente energética principalmente

para el cerebro, musculo, corazon y riflones (Lemberger et al. 1996).

De los genes y proteinas involucrados en la regulacion lipidica, los Receptores
Activados por Proliferadores de Peroxisoma (PPARs, por sus siglas en inglés)
juegan un papel muy importante. Este grupo de proteinas pertenecen a la
superfamilia de receptores nucleares de factores de transcripciéon y forman
heterodimeros con el receptor X retinoide (RXR, por sus siglas en inglés;
Lemberger et al. 1996). Se conocen tres isoformas en vertebrados: PPARaq,
PPARB/® y PPARYy, los cuales se heterodimerizan con RXR y se enlazan a
elementos en respuesta a PPAR (PPRE, por sus siglas en inglés) en la regién
regulatoria de genes blancos, que funcionan en diversos procesos tales como
metabolismo de lipidos, adipogenésis, sensibilidad a insulina, respuesta inmune,
diferenciacion y crecimiento celular (Chen y Yang 2014). La activacion de los
PPARs estd dada por sus ligandos: los acidos grasos y los eicosanoides
(moléculas lipidicas originadas de la oxidacion de acidos grasos de 20 carbonos)
circulantes en la célula (Gervois et al. 2000; Sandoval et al. 2009).



El PPARa es un factor involucrado en el catabolismo de lipidos y regula la
transcripcion de enzimas implicadas en la conversion de acidos grasos a ésteres
acil-coenzima A y su entrada en la mitocondria y en el peroxisoma. Este receptor
es activado por acidos grasos saturados e insaturados y por los eicosanoides
leucotrieno B4 y &cidos hidroxieicosatetraenoicos (8-HETE, por sus siglas en
inglés). EI PPARa también regula la expresion de lipoproteinas lipasas,
encargadas de la hidrolisis de triacilglicéridos transportados por quilomicrones y
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en inglés). Es
principalmente expresado en tejidos que presentan altas tasas de [(-oxidacion
durante el estrés del ayuno, tales como higado, rifién, corazén y musculo; y su
activacion puede prevenir y disminuir la fuente de lipidos hepéticos (esteatosis
hepatica) y su inflamacion. Sin embargo, también puede participar en otras vias
metabdlicas que incluye gluconeogénesis, biotransformacion, metabolismo del
colesterol y regulacion de genes pro-inflamatorios (Gervois et al. 2000; Stienstra et
al. 2007; Varga et al. 2011).

En el higado, cuando las reservas de glucogeno son significativamente reducidas
en el higado durante el ayuno, el PPARa regula a nivel transcripcional varias acil-
coenzimas sintetasas (ACS, por sus siglas en inglés) que permiten activar a los
acidos grasos en acil-CoA tioésteres para la B-oxidacion peroxisomal. El flujo de
acidos grasos de cadenas largas y medianas también se realiza dentro de la
mitocondria pero es controlado por un sistema de transporte facilitado dependiente
de carnitina, cuyo componente crucial es la proteina transferasa | de palmitoil
carnitina (CPT1, por sus siglas en inglés), el cual también es blanco de PPARa
(Bennett y Santani 2013; Fig. 3). Adicionalmente, PPARa puede regular la
expresion de varios genes envueltos en la lipogénesis y colesterogénesis en el
higado, como: la Proteina de Enlace a Elementos Regulatorios de Esteroles 1c
(SREBP-1c por sus siglas en inglés), la acidos grasos sintetasa (FAS, por sus
siglas en inglés); y la hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA R, por

sus siglas en inglés; Gibbons et al. 2002).
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Figura 3. Mecanismo molecular de las proteinas receptoras de proliferadoras de
peroxisomas en el higado: PPARa y PPARYy. Las proteinas CPT1 (Carnitine Palmitoyl
Transferase 1), ACO (Acyl-CoA Oxidase), APO A-ll (Apolipoprotein A-Il), LPL (Lipoprotein
Lipase) son objetivos de PPARa; mientras que FAS (Fatty Acids Synthase), ACC (Acetyl-
CoA Carboxylase), LDLR (Low-Density Lipoprotein Receptor) y SCD1 (Stearoyl-CoA
Desaturase 1) son blancos de PPARy. FF (Fatty Acids), TG (Triacylglycerids). Figura
modificada de Somoza, M, 2006.

El PPARy es considerado el regulador maestro de la adipogenésis y es
mayormente expresado en el tejido adiposo, aunque existen niveles moderados en
otros tejidos, como musculo esquelético, pancreas, linfocitos, colon, pulmones e
higado. Al menos dos isoformas de PPARYy son conocidas: PPARy1, expresado en
un bajo nivel en tejidos no adiposos, y PPARy2, el cual es especifico de tejido
adiposo (Stienstra et al. 2007); aunque ha sido detectado en el higado durante el
desarrollo temprano en raton (Abbott 2009). Los acidos grasos no saturados, los
eicosanoides como desoxiprostaglandinas J12 (15D-PGJ2, por sus siglas en

inglés), 15-HETE y componentes de lipoproteinas de baja densidad oxidadas



(oxLDLs, por sus siglas en inglés) sirven de agonistas enddgenos para la
activacion de PPARy y sus genes blanco participan en la diferenciacion de
adipocitos, en el almacenamiento de lipidos y metabolismo de la glucosa
(Lemberger et al. 1996; Lehrke y Lazar 2005; Stienstra et al. 2007). En el higado,
PPARy esta implicado en la homedstasis de triacilglicéridos y, aunque puede
contribuir a la esteatosis hepética, regula la expresion de genes lipogénicos como
FAS, acetil-coenzima A carboxilasa (ACC, por sus siglas en inglés) y estearoil-
coenzima A desaturasa (SCD1, por sus siglas en inglés), que participan en la
sintesis de acidos grasos y su esterificacion, y receptores de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR, por sus siglas en inglés; Fig. 3). Este ultimo, puede proteger a
otros tejidos de la acumulacién de triacilglicéridos y de la resistencia de insulina,
ya que mejora la captura de lipidos circulantes del plasma en el higado. Ademas,
PPARYy participa en la regulacion de la expresion de genes proinflamatorios.
(Gavrilova et al. 2003; Stienstra et al. 2007; Varga et al. 2011).

La produccion de acidos grasos y de colesterol en el higado esta determinada por
las actividades de ACC y la HMG-CoA R, respectivamente. A corto plazo, la
regulacion ocurre por un mecanismo dependiente de AMP; pero a largo plazo, los
cambios coordinados en la cantidad de enzimas son facilitados por el control de la
expresion de genes en un mecanismo que implica a las Proteinas de Enlace a
Elementos Regulatorios de Esteroles (SREBPs, por sus siglas en inglés; Gibbons
et al. 2002). Los SREBPs pertenecen a la familia de factores de transcripcion de
enlace a membrana bHLH-LZ y se encuentran ancladas al reticulo endoplasmatico
en un complejo (SCAP)-INSIG-SREBP, en el cual la proteina activadora de
SREBP (SCAP, por sus siglas en inglés) y el gen 2 inducido por insulina (INSIG-2,
por sus siglas en inglés) son reguladas por la disponibilidad de oxiesterol
(derivados oxidados de colesterol) y colesterol o insulina, respectivamente.
(Shimomura et al. 1997; Eberlé et al. 2004; Le Martelot et al. 2009; Fig. 4).
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Figura 4. Mecanismo molecular de la activacion de la proteina SREBP-1c. FAS (Fatty
Acids Synthase), ACC (Acetyl-CoA Carboxilase), SCD1 (Stearoyl-CoA Desaturase 1) y
GPAT (Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase) son blancos de SREBP-1c para la sintesis
de &cidos grasos (FF) en el higado y acumulacion de triacilglicéridos (TG) para su

exportacion hacia otros tejidos. Modificada de (Eberlé et al. 2004).

Se conocen tres isoformas de estas proteinas en mamiferos: SREBP-1a, -1c y -2.
La proteina SREBP-2 controla los genes relacionados en la sintesis de colesterol;
mientras que SREBP-1c estd implicado en la sintesis de &cidos grasos y
triacilglicéridos, por medio de la transcripcion de los genes que codifican para
FAS, ACC, SCDL1 y aciltransferasa de glicerol 3 fosfato (GPAT, por sus siglas en
inglés), ademas de la glucoquinasa (GK, por sus siglas en inglés) implicada en la
via de la gluconeogénesis; y SREBP-1a participa en ambas vias (Horton et al.
2002). SREBP-1c es predominantemente expresada en el higado, tejido adiposo
blanco, musculo esquelético, glandula adrenal y cerebro; y, a diferencia de las

otras isoformas, su actividad lipogénica es modulada por la insulina al liberar el
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complejo SCAP-SREBP-1c por inhibicion de la proteina INSIG-2 y por fosforilacion
de vesiculas COPII para sus transporte y maduracion al Golgi (Eberlé et al. 2004;
Yellaturu et al. 2009). La regulacion transcripcional del gen Srebp-1c en el higado,
también esta dada por la insulina y por el receptor alfa X de higado (LXRa, por sus
siglas en inglés), el cual es activado por oxiesteroles (Dif et al. 2006). Por otra
parte, la regulacion transcripcional de las proteinas INSIG-1/2 estd dada por
PPARYy, el cual puede en turno regular el procesamiento de SREBP y acoplar la
sensibilidad de insulina con la regulacion de la homeostasis lipidica (Kast-
Woelbern et al. 2004).

Otro factor importante en la regulacién de la energia en el metabolismo es la
Proteina Coactivadora alfa de PPARy (PGC-1a, por sus siglas en inglés). Este
pertenece a los coactivadores de la familia de PGC-1, los cuales tienen
actividades enzimaticas para modificar la cromatina, desenvolver el ADN Yy reclutar
la RNA polimerasa Il; ademds de interactuar con un amplio rango de factores de
transcripcion envueltos en termogénesis adaptativa, biogénesis mitocondrial,
metabolismo de acidos grasos y glucosa (como los PPARSs), modificaciones en el
musculo esquelético y desarrollo del corazén (Lin et al. 2005). La expresion de
PGC-1a se da principalmente en tejidos con abundantes mitocondrias y
metabolismo oxidativo alto, como tejido adiposo pardo, corazén y musculo
esquelético, pero su expresion es baja en el tejido adiposo blanco (Puigserver et
al. 1998). En el higado, el ayuno produce un robusto incremento de PGC-1a por
activacion de glucagon, catecolaminas via estimulacion de AMP ciclico (CAMP, por
sus siglas en inglés) y del factor de transcripcion de enlace a elementos de
respuesta a CAMP (CREB, por sus siglas en inglés), AMPK y proteina de sirtuina
(SirT1), donde estimula: la gluconeogénesis hepatica, con la coactivacion de HNF-
4a, el receptor de glucocorticoide y FOXO1 para la transcripcion de
fosfoenolpiruvato carboxil quinasa (PEPCK, por sus siglas en inglés) y glucosa-6-
fosfatasa; y la B-oxidacion de los acidos grasos por coactivacion del receptor
nuclear PPARa (Yoon et al. 2001; Fig. 5).
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Figura 5. Mecanismo molecular de la coactivacion de PGC-1a. La via de sefializacion del

glucagon, epinefrina, SirT1 y AMPK activa al complejo de la proteina PGC-1a para la
transcripcion de genes involucrados en la oxidacion de los acidos grasos (FF) en el
higado. Figura modificada de (Finck y Kelly, 2007).

Se ha especulado que hay un estrecho vinculo entre la funcién de PGC-1q, la
sensibilidad a insulina y el estado nutricional. La sobreexpresion de PGC-1a esta
relacionada con una salida de glucosa hepética alta por gluconeogénesis, una
hiperglucemia durante el ayuno y resistencia de insulina hepatica, lo cual es
caracteristico de modelos de ratones con diabetes Tipo | y Il (Koo et al. 2004). Sin
embargo, también la sobreexpresion de esta proteina puede proveer una fuente
de energia a otros tejidos en situaciones de estrés, como al musculo esquelético
(Liang et al. 2009). Por otra parte, las deficiencias de PGC-1a y PGC-14, las
cuales tienen funciones no redundantes, puede llevar al desarrollo de la esteatosis
hepatica en raton, debido a la combinacibn de una reducida capacidad de
respiracion mitocondrial y a un incremento de la expresion de los genes

lipogénicos (Leone et al. 2005; Sonoda et al. 2007).
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Capitulo V. Vinculo entre el reloj circadiano vy la homeostasis lipidica.

La expresion de PPARa tiene un ritmo diurno en el higado, corazon, rifidn y, en
menor grado, en el SCN de raton. Se ha demostrado que uno de los genes blanco
de las proteinas CLOCK-BMAL-1 es el gen de ppara a través de la union de su
promotor rico en cajas E (Fig. 6). Esta proteina presenta una fuerte expresion
circadiana controlada por los Genes Reloj mas que los niveles de insulina y
glucocorticoides, los cuales también pueden activar a este receptor nuclear (Oishi
et al. 2005). Por tanto, los animales con los genes bmall o clock suprimidos,
muestran una amplitud reducida de ARN mensajero (MRNA, por sus siglas en
inglés) de PPARa en el higado y una abolicion de su oscilacion circadiana.
Reciprocamente, los ratones mutantes que no expresan PPARa en tejido hepatico
muestran alteraciones en la oscilacion de BMAL1, el cual posee elementos en
respuesta a PPARa (PPRE) en su promotor génico (Canaple et al. 2006). Asi, la
importancia del ritmo de expresiéon de PPARa recae en el requerimiento de la
oxidacion de acidos grasos durante el ayuno, donde se requiere el manejo de la
fuente de energia para solventar los procesos fisiologicos diarios, asi como evitar

una acumulacion excesiva de acidos grasos en el higado (Chen y Yang 2014).

Notablemente, otro receptor huérfano nuclear alfa (el gen rev-erba), es un gen
blanco de PPARYy por enlace a su promotor de elemento en respuesta DR-2 (Rev-
DR2) (Fontaine et al. 2003). Sin embargo, todavia no hay evidencia clara que
muestre que PPARy se manifieste de manera circadiana por la via de la Proteina
Reloj REV-ERBa, aunque existen otros factores relacionados a PPARy que juegan

papeles importantes en el ritmo circadiano (Cheny Yang 2014).

La proteina PGC-1a es ritmica y confiere un enlace entre el reloj circadiano con la
expresion de bmall, clock y rev-erba a través de la coactivacion de la familia de
receptores nucleares huérfanos ROR (Fig. 6). PGC-1a es critico para respuestas
adaptativas al estado nutricional y metabdlico, y se ha visto que su pico de
expresion de la proteina durante la fase de noche temprana en hepatocitos
primarios de raton coincide con la acumulacion de RNAm de bmall, lo que deja

claro su papel en el circuito del reloj. Sin embargo, la abundancia relativa de REV-
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ERBa y la familia de ROR puede implicar un mecanismo de retroalimentacion

negativa para la funcién de PGC-1a (Liu et al. 2007; Mohawk et al. 2012).

Ademas de la influencia de la actividad de realimentacion a nivel transcripcional de
srebp-1c, la regulacion a nivel postraduccional de SREBP-1c es también
propiciada por REV-ERBa, el cual inhibe la transcripcion del gen insig-2 y, por
tanto, permite la activacion funcional del complejo SCAP-SREBP-1c para la
expresion de genes lipogénicos (Eberlé et al. 2004). Aunque en algunos estudios
se ha visto que en ratones con rev-erba’ o bmal-1” se puede restaurar la
expresion de genes blanco de SREBP-1 mediante un ciclo de alimentacién ritmico
impuesto. No obstante, la presencia de la maquinaria molecular del reloj sigue
siendo un factor importante en la sincronizacion del tiempo de la activacion
SREBP-1c para llevar a cabo un correcto acoplamiento del metabolismo lipidico
en el higado (Le Martelot et al. 2009; Gilardi et al. 2014; Fig. 6).
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Figura 6. Mecanismo molecular del reloj circadiano y algunas proteinas del metabolismo
lipidico en el higado. Flechas azules (activacion), lineas negras (inhibicion). FF (Fatty
Acids), TG (Triglycerids), FAS (Fatty Acids Synthase), ACO (Acyl-CoA Oxidase); ACC

(Acetil-CoA Carboxylase), LPL (Lipoprotein Lipase), LDLR (Low-Density Lipoprotein
Receptor), Apo A-ll (Apolipoprotein A-Il), SCD1 (Stearoyl-CoA Desaturase 1) y GPAT
(Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase), FF (Fatty Acids) y TG (Triglycerids).

Capitulo VI. Desincronizacion interna del reloj circadiano

Los cambios en la frecuencia de los ZT afectan el periodo y/o la fase en la
actividad del reloj circadiano, y tienen como consecuencia cambios internos, que
afectan la sefalizacion del marcapasos central y la integracién de informacién en
los osciladores periféricos. Tales conflictos llevan a una desincronizacion interna o
cronodisrupcion que a largo plazo puede vincularse con consecuencias fisiologicas

vinculadas a enfermedades (Aguilar-Roblero et al. 2015). La cronodisrupcion
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puede tener un origen genético, como en el caso de los desordenes de suefio en
humanos; pero también puede inducirse mediante la alteracion en los ciclos de
alimentacion y de exposicion a la luz, en forma de ritmos alterados de hormonas
metabdlicas y reguladores del apetito, como la insulina, la grelina y la leptina
(Takahashi et al. 2008b; Reid y Zee 2009; Goel et al. 2009).

La cronodisrupcion puede contribuir a las manifestaciones del sindrome
metabolico y complicaciones que aparecen con el desarrollo de la obesidad, como
dislipidemia, intolerancia a glucosa, disfuncion endotelial, hipertension y diabetes
mellitus Tipo 2. (Gémez-Abellan et al. 2012). Por ejemplo, se ha observado que
ratones machos de la cepa C57BL/6J con el gen homocigoto clock mutado tienen
una mayor actividad locomotriz durante el dia y un cambio del patron de actividad
en la fase oscura, con un ritmo diurno de alimentacién comparado con el ratén
control. Esto esta vinculado al desalineamiento entre el ciclo de alimentacion y el
reloj central SCN. Ademas, estos animales se vuelven hiperfagicos y obesos
después de las seis semanas de edad, y presentan hiperleptinemia,
hiperlipidemia, esteatosis hepética, hiperglucemia e hipoinsulinemia después de
los seis meses de edad (Turek et al. 2005). Por otro lado, también se ha visto que
una dieta alta en grasas en el raton C57BL/6J lleva a cambios en el periodo del
ritmo de actividad locomotriz y alteraciones en la expresion y ciclo de Genes Reloj
circadianos, receptores nucleares y CCG implicados en la regulacion energética
en el hipotalamo, higado y tejido adiposo (Kohsaka et al. 2007).

Capitulo VII. El ratbn de los volcanes (Neotomodon alstoni) como modelo de

obesidad.

La obesidad se caracteriza por un desbalance cronico entre el consumo de
alimento y el gasto energético, y es un problema de salud de gran importancia e
incidencia en el mundo industrializado (Rosenbaum et al. 1997). Para comprender
mejor sobre los mecanismos genéticos, fisioldgicos y metabdlicos que son

afectados por la condicion de la obesidad, se han implementado varios enfoques y
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modelos experimentales (Tschép y Heiman 2002; Kennedy et al. 2010). Por
ejemplo, existen modelos monogénicos y poligénicos: los primeros son los mas
conocidos y se caracterizan por mostrar las deficiencias metabdlicas causadas por
la delecion de un gen, como ratones con defecto en la sefializacion de leptina (gen
de leptina ob/ob o receptor de leptina db/db). Sin embargo, estos modelos son
insuficientes para explicar la obesidad en humanos y los modelos poligénicos, los
cuales involucran factores multiples, pueden ser mucho mas relevantes, como los
ratones obesos de Nueva Zelanda, el raton de Tsumara Suzuki, el Kuo Kond y el
ratbn M16, los cuales muestran hiperfagia, reducido gasto de energia y diabetes
(Kanasaki y Koya 2011). También, la obesidad inducida por dieta alta en grasas o
hipercaldrica en ratones permite observar anormalidades similares al sindrome
metabdlico en humanos, sin impactar negativamente otros sistemas fisioldgicos no
relacionados, como suele ocurrir en modelos con deleciones genéticas (Liu et al.
2003; Kanasaki y Koya 2011). De esta manera, los modelos animales deben, en
primer lugar, ofrecer la mayor diversidad de sintomas para enriquecer el
conocimiento de los mecanismos fisiologicos asociados a ella, asi como el
potencial para desarrollar tratamientos clinicos (Smale et al. 2005; Mathes et al.
2011).

El raton de los volcanes (Neotomodon alstoni) es una especie endémica del eje
neovolcénico transversal de la region central de México y se ha introducido desde
1994 como organismo experimental (Granados 1994). Diversos estudios se han
llevado a cabo en este nuevo modelo biolégico, tanto conductuales como
fisiol6gicos: cuidado parental, niveles de testosterona, regulacién de hormonas en
el hipotadlamo durante el ayuno, ritmos circadianos y metabolismo dependiente del
sexo (Luis et al. 2009; Fuentes-Granados et al. 2010; Carmona-Alcocer et al.
2012; Baez-Ruiz et al. 2014). A diferencia de los modelos tradicionales, en donde
la obesidad es inducida por dietas hipercaléricas o alteraciones génicas, en el
ratbn Neotomodon alstoni se ha observado que una parte de la poblacién de
machos (cerca del 50%) que son mantenidos y criados en cautiverio y alimentados
con una dieta estandar para roedor (Rodent Lab Chow 5001, Purina Inc.)

incrementan su peso corporal hasta presentar un fenotipo de obesidad, pasados
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de los seis meses de nacimiento, con caracteristicas fisioldégicas y conductuales
analogas al estado de obesidad en humanos (Carmona-Alcocer et al. 2012;
Fuentes-Granados et al. 2012; Baez-Ruiz et al. 2014; Luna-lllades et al. 2014).

Los ratones obesos machos muestran perfiles de actividad locomotriz y nivel
sanguineo diario de hormonas relacionadas al sindrome metabdlico diferentes al
de los ratones delgados. Los obesos presentan altas concentraciones de leptina
(273%) en un perfil diario, insulina (150%) al comienzo de la fase nocturna y
niveles altos de triacilglicéridos (149%) en la mitad de la noche. Estos resultados
sugieren fuertemente que existe una posible resistencia del receptor de leptina e
insulina y que la obesidad puede estar afectando el metabolismo Yy fisiologia del
ratbn macho Neotomodon alstoni (Carmona-Alcocer et al. 2012; Fuentes-
Granados et al. 2012).
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Objetivo general

Determinar si en ratones obesos machos (Neotomodon alstoni) existe un estado
interno de desincronizacidbn o desalineacién circadiana relacionada con los
patrones conductuales diarios de actividad locomotriz y de alimentacion, asi como

de oscilacion de proteinas del metabolismo lipidico hepatico.

Objetivos particulares

Caracterizar en un perfil diario las diferencias entre ratones machos delgados y

obesos en:

1. El ritmo circadiano de la actividad locomotriz y consumo de alimento en

condicion de fotoperiodo natural y artificial.

2. El ritmo de la expresiéon de la Proteina Reloj (BMAL1l) y proteinas del
metabolismo lipidico (PPARa, PPARy, SREBP-1c, PGC-1a y CPT-1) en el higado.

Hipotesis

- Si existe un estado de desincronizacion circadiana interna en los ratones
obesos (N. alstoni), entonces el perfil diario de actividad locomotriz y de
actividad alimentaria seran distintas con respecto a los ratones delgados.

- Si existe una desregulacién hepatica en el metabolismo lipidico de ratones
obesos, habra un desalineamiento en la fase o diferencias de amplitud de la
expresion diaria de la Proteina Reloj BMALL y el ciclo diario de la expresion
de proteinas del metabolismo lipidico (PPARa, PPARy, SREBP-1c, PGC-1a
y CPT1).
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Métodos

Animales y mantenimiento

En este estudio se usaron animales adultos machos de entre 6 y 9 meses de
edad, nacidos de padres silvestres distintos en el bioterio de la Facultad de
Ciencias, y por observacion ética representado por la secretaria académica de la
Facultad de Ciencias de la UNAM. Los animales fueron mantenidos
individualmente en jaulas plastico-metalicas (30 x 20 x 13cm) con agua y alimento
(Rodent Lab Chow 5001, Purina Inc.) ad libitum, en una habitacion con ventilacion
y temperatura (18-23 °C) controladas y fotoperiodos de luz natural y luz-oscuridad
artificial (LO) 12:12, dentro de las instalaciones de la Unidad Multidisciplinaria de
Docencia e Investigacion (UMDI) de la Facultad de Ciencias, UNAM. Los animales
fueron separados en dos grupos por peso corporal y de acuerdo al porcentaje de
tejido adiposo epididimal, como en un estudio anterior (Vazquez-Martinez et al.
2015), delgados (n=18) con 46 + desviacion estandar (d.e.) 5 g y obesos (n = 16)
con64 +d.e.5g.

Reqgistro de ritmos de actividad locomotriz deambulatoria y de consumo de

alimento.

El ritmo de actividad locomotriz en las 24 h fue explorado automaticamente y en
forma individual en la deambulacién libre dentro de la jaula, mediante sensores
infrarrojos acoplados a un sistema de captura controlado por computadora. Ambos
grupos de animales, delgados y obesos, fueron observados en primera instancia
con fotoperiodo y termoperiodo (entre 18 y 24 ° C) naturales en el interior de una
habitacién durante siete dias (del 8 de febrero a 15 de febrero del 2015). Luego
fueron aclimatados en temperatura de 24 °C en fotoperiodo artificial LO 12:12 con
lamparas fluorescentes de 250 Ix durante tres dias para después tomar el registro

de actividad locomotriz durante siete dias. El tiempo de ZT 0 a ZT 12, comprendid
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la fase de luz o fotofase (Turek et al. 2005). Los datos fueron digitalizados por el
programa ACTIBIO (disefiado por la Facultad de Psicologia y la Facultad de
Ciencias, UNAM) y los promedios obtenidos a través del software ACTIVIEW
(Minimitter, Co, Inc., version 1.2, 1998, USA) para analizarlos en el programa
Microsoft Excel 2010.

La cuantificacion del alimento ingerido (peso inicial menos peso final) se hizo en
blogues de cada tres horas durante las 24 h en fotoperiodos natural y LO 12:12,
mediante el método de croquetas ensartadas en brocheta usado en estudios
previos (Luna-lllades et al. 2014), durante dos dias consecutivos, similar al estudio
realizado por (Turek et al. 2005). Para cuantificar el consumo del alimento en la
noche se usé luz roja tenue (2 IX) de ambiente. Se analizé consumo total de
alimento y consumo relativo de alimento (gramos de alimento consumido/gramos

de peso corporal) en las 24 h.

Analisis de proteinas de higado por Western Blot (W.B.)

1. Los animales delgados y obesos fueron sacrificados sin exceder los 9
meses de edad y se colectaron muestras de higados de 3 a 4 ratones por
grupo y a distintos tiempos (ZT: 04, 09, 13, 18 y 23). Esto con el fin de
obtener entre 4 y 5 horas de diferencia, las cuales influyen el efecto de la
transicion a oscuridad (ZT 13), la fase de media noche (ZT 18), previa al
amanecer (ZT 23), y dos horas de la fotofase temprana y tardia (ZT 04y ZT
09). Los tejidos de higado fueron congelados en hielo seco inmediatamente
después del sacrificio por decapitacion, para después ser homogeneizados
en una mezcla de inhibidores de proteasas libres de EDTA (ThermoFisher
Scientific): AEBSF, aprotinina, bestatina, E-64, leupeptina y pepstatina para
inhibicion de proteasas de serina, cisteina, acido aspartico vy
aminopeptidasas; y buffer para inmunoprecipitacion RIPA.

2. La concentracion de proteina fue determinada por el método de Bradford
(Bradford 1976), la cual fue de 50 ug para todas las proteinas a medir para
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la corrida de Western Blot. Las muestras fueron tratadas con agentes
reductores (reactivo de Laemmli 2x) en proporcion 1:1 y ambos grupos
(delgados y obesos) fueron colocados para un mismo gel, de modo que se
procesaran bajo las mismas condiciones. Se separaron por peso molecular
mediante electroforesis en geles de acrilamida al 10% para proteinas
BMAL-1 (69 kDa), SREBP-1 forma madura (68 kDa), y PGC-1a (90 kDa); y
en geles de acrilamida de 7.5% para proteinas PPARa (55 kDa), PPARy
(58 kDa) y CPT-1 (90-94 kDa) a 120 V, 3 mA, durante 2.5 h,
aproximadamente, con Buffer de Corrida Tris basico 12.4 mM, Glicina 96
mM y SDS 1.74 mM. Por lo anterior, los geles de 7.5% permiten una mayor
expansion del gel en el rango de 40 a 100 kDa, donde se encuentran las
proteinas de interés.

. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa con un
buffer de Tris 100 mM, glicina 192 mM y 20% de metanol durante 35 min a
23 V. Después de la técnica de transferencia, se realiz6 el bloqueo de sitios
de union no especificos con leche al 5% en TBS-Tween-20 % (TBST) por 2
horas a temperatura ambiente. Las membranas fueron incubadas toda la
noche (méximo 18 h) con anticuerpos primarios diluidos en proporcion
1:1000 especificos para BMAL1 (abcam 3350, rabbit polyclonal), SREBP-1
(santa cruz-367, rabbit polyclonal) en su forma madura (68kDa) y PGC-1a
(sc-13067, rabbit polyclonal). Por otra parte, PPARa (santa cruz-1985, goat
polyclonal), PPARy (abcam 19481, rabbit polyclonal) 1:2000 y CPT-1 (santa
cruz-20514, goat polyclonal) fueron incubados solo 2 h a temperatura
ambiente. Para la comparacion de la expresion relativa en todas las
proteinas se utilizé gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GADPH, por
sus siglas en inglés; abcam 9485, rabbit polyclonal) 1:5000, como control
de carga constitutivo.

. Las membranas fueron lavadas con TBST (3 veces por 5 minutos) e
incubadas por 2 h con el anticuerpo secundario (anti-rabbit para BMAL1,
SREBP-1, PGC-1a, PPARy y GAPDH; y anti- goat, para PPARa y CPT-1) a

temperatura ambiente. Las proteinas fueron detectadas afiadiendo buffer
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para fosfatasa alcalina Tris 100 mM pH 9.5 y reactivos correspondientes
para revelacion (BioRad).

5. La reaccién de color fue detenida con lavado en agua destilada y las
membranas con las bandas tefiidas fueron escaneadas inmediatamente
para la cuantificacion en imagen (formato TIFF y en escala de grises de 8
bits).

6. Las bandas fueron normalizadas de acuerdo a la sefial correspondiente a la
banda del constitutivo (GADPH) y el andlisis de densitometria fue hecho
con el programa de procesamiento de imagen digital Image J (version
1.49m, 2014, USA).

Analisis estadisticos

Se uso el programa ACTIVIEW para el andlisis de datos de actividad locomotriz
(promedio de actividad en relacion al ZT). Los datos de perfiles diarios de actividad
locomotriz y consumo de alimento (gramos) fueron graficados en Excel y
analizados mediante ANOVA de dos vias y Bonferroni Post-hoc test para la
comparacion entre grupos: delgados y obesos. También, se realizd la
comparacién entre area bajo la curva del perfil diario de actividad locomotriz, el
consumo total de alimento y consumo relativo de alimento mediante una prueba

de t-student.

Los datos obtenidos de la cuantificacion de proteinas fueron analizados mediante
el programa GraphPad Prisma (versibn 5.00, 2007, USA) para determinar
diferencias cuantitativas en la oscilacién acrofase-batifase (pico-valle) donde se
utilizé una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis; y ANOVA de dos vias con
Bonferroni Post-hoc test para determinar diferencias cuantitativas entre grupos,
delgados y obesos, a lo largo de los cinco ZTs de muestreo. Posteriormente, los
datos de proteinas fueron ajustados a una curva cosenoidal mediante andlisis de
Cosinor (programa COSANA: version 3.1, 1997, ICB/USP, Brasil.) para la
determinacion de acrofase, mesor, amplitud y porcentaje de ritmicidad (%R).
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También, se realizé un coeficiente de correlacion de Spearman para la expresion
de las proteinas PGC-1a y PPARa. El nivel de significancia para todos los analisis
fue de P< 0.05.

Resultados

Ritmos diarios de actividad locomotriz deambulatoria y de alimentacion:

En fotoperiodo natural, los ratones delgados mostraron un patron de dos picos de
actividad locomotriz deambulatoria en la fase nocturna, que marca la transicion del
comienzo del anochecer y del amanecer; y una actividad locomotriz casi nula
durante la fase diurna. En el mismo fotoperiodo, los ratones obesos presentaron
una amplitud de la actividad locomotriz nocturna significativamente menor (de 19 a
24 hyde 2ab5h) yunincremento en su actividad locomotriz diurna (diferencia no
significativa), con respecto a los delgados (Fig. 7A); asi, como un sobreconsumo
de alimento muy significativo antes de la hora del amanecer (7 h; Cuadro 1; Fig.
7B). El perfil diario de la actividad locomotriz de ratones delgados present6 el
mismo patrén en fotoperiodo artificial LO 12:12 que el fotoperiodo natural. En
fotoperiodo artificial, los ratones obesos mostraron una amplitud de la actividad
locomotriz nocturna disminuida (ZT 12-22) y un incremento en su actividad
locomotriz diurna (diferencia no significativa), con respecto a los delgados
(Cuadro 1; Fig. 8A). Similarmente, los obesos presentaron sobreconsumo de
alimento antes y después del inicio de la fase oscura (ZT 12 y ZT 15; Cuadro 1;
Fig. 8B).

25



Cuadro 1. Andlisis estadisticos de ANOVA de dos vias y t-student entre ratones delgados

y obesos. EI ANOVA de dos vias fue seguido de Bonferroni Post-hoc test, donde su valor

de P fue tomado como ultimo nivel de significancia. *, P<0.05; no significativo (N.S.).

Condicion

F. Natural

F. Artificial

Caracteristica Resultados Bonferroni Pos-hoc test

interaccion F (143,1440)=3.67, P<0.0001;
tiempo F (143,1440)= 6.53, P<0.0001;

Actividad locomotriz diaria  entre grupos F (1,1440)=359.8, P<0.0001 19-24h, 2-5h, P<0.001 ***

interaccion F (7,48)=1.98, P=0.077,
tiempo F (7,48)=19.6, P< 0.0001;
Consumo de alimento diario  entre grupos F (1,48)=6.7, P=0.0127 7h, P<0.01
Areabajo la curva t=2.184, g.1.= 10, P=0.0184
Consumo total alimento t=1.703, g.I.=8, P=0.127
Consumo relativo de alimento t=0.4073, g.|.= 8, P=0.6945
Actividad locomotriz diurna  t=2.787, g.|.= 10, P=0.0192
Actividad lcomotriz nocturna  t=2.916, g.I.= 10, P=0.0154
Consumo de alimento diurno t=0.032, g..=8, P=0.975
Consumo de alimento nocturn t=1.780, g.1.= 8, P=0.112
interaccion F (143,1440)=5.15, P<0.0001;
tiempo F (143,1440)=12.15, P< 0.0001;
Actividad locomotriz diaria  entre grupos F (1,1440)=560.22, P<0.0001 ZT 12-22, P<0.001
interaccion F (7,48)=1.47, P=0.1998;
tiempo F (7,48)=16.92, P< 0.0001;
Consumo de alimento diario  entre grupos F (1,48)=8.34, P=0.0058 ZT12y 15, P<0.05
Area bajo la curva t=4.099, g.I.= 10, P=0.0021
Consumo total de alimento  t=2.647, g.1.= 10, P=0.0244
Consumo relativo de alimento t=0.6387, g.|.= 10, P=0.5374
Actividad locomotriz diurna  t=1,639, g.l.= 10, P=0.1323
Actividad Icomotriz nocturna  t=4.223, g.1.= 10, P=0.0018
Consumo de alimento diurno  t=2.63, g.I.= 10, P=0.0252
Consumo de alimento nocturn t=1.573, g.|.=8, P=0.154
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Figura 7. Ritmos diarios de actividad locomotriz deambulatoria (A, n= 6/grupo) y consumo
de alimento (B, n= 4/grupo) en fotoperiodo natural. Ratones delgados (rombos y linea
azul) y obesos (cuadrados y linea roja). La franja gris representa la fase de oscuridad y la
franja gris tenue representa el aumento o disminucion gradual de la oscuridad. Los
valores representan las medias * errores estandares. Diferencia significativa entre grupos
(Bonferroni Post-hoc test), * P< 0.05, ** P< 0.01.
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significativa entre grupos (Bonferroni Pos-hoc test), *P< 0.05.
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Por otra parte, el area bajo la curva de la actividad locomotriz fue mayor en
delgados que en obesos, tanto en fotoperiodo natural como en artificial (Cuadro 1;
Fig. 9A). El consumo total de alimento en las 24 h no mostré diferencia
significativa entre grupos en el fotoperiodo natural pero si en el fotoperiodo
artificial, con un consumo de alimento mayor en obesos que en delgados (Cuadro
1; Fig. 9B). El consumo relativo de alimento (g de alimento consumido/g de peso
corporal) mostré una reduccién en animales obesos (diferencia no significativa) en

ambos fotoperiodos (Cuadro 1; Fig. 9C).
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@ *
3'- 1400
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Figura 9. Area bajo la curva de la actividad locomotriz (A) y consumo de alimento en 24 h:
Total (B) y consumo relativo (gramos de alimento consumido por gramos de peso corporal
del ratén; C). Ratones delgados (barras azules) y ratones obesos (barras rojas), n=
6/grupo. Los valores representan las medias + errores estandares. Diferencia significativa
entre grupos (t-student), * P<0.05, **P<0.01.
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Los ratones delgados mostraron una diferencia en la actividad locomotriz total
diurna entre fotoperiodos (t= 2.356, g..= 10, P=0.0402). Los ratones obesos
mostraron un porcentaje mas alto en la actividad locomotriz total en la fase diurna,
siendo cerca de 600% en luz natural y mas de 200% en luz artificial (diferencia no
significativa; Cuadro 1; Fig. 10A), con respecto a los delgados. En la actividad
locomotriz total nocturna, los obesos mostraron una disminucion cerca del 80%,
tanto en luz natural como en luz artificial (Cuadro 1; Fig. 10B), comparada a los
delgados. El consumo de alimento total diurno solo fue mayormente significativo
en obesos que en delgados en el fotoperiodo artificial, pero no en el fotoperiodo
natural (Cuadro 1; Fig. 10C). No existieron diferencias entre fotoperiodos o grupos
en el consumo de alimento total nocturno, aunque se observé una tendencia

mayor en obesos que en delgados (Cuadro 1; Fig. 10D).
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Figura 10. Actividad locomotriz y consumo de alimento total en fase diurna (Ay C) y
nocturna (B y D). Ratones delgados (barras azules) y obesos (barras rojas). Valores
representan las medias + error estandares. Diferencia significativa entre grupos (t-
student), * P<0.05, ** P<0.01.
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Ritmos de expresion de la Proteina Reloj BMALL y de las proteinas relacionadas

al metabolismo lipidico en el higado:

Proteina Reloj BMALL:

La expresion relativa de la Proteina Reloj BMALL en higado de ratones delgados
presentd un pico-valle (acrofase-batifase) muy significativo (Cuadro 2) con un alto
porcentaje de ritmicidad (91.8%), amplitud de la oscilacién 0.3 + d.e. 0.03 vy
acrofase en ZT 1 + d.e. 0.2 (comienzo de la fase de luz), de acuerdo al analisis de
Cosinor (P<0.0001). También, el BMAL1 de ratones obesos mostré un pico-valle
significativo (Cuadro 2), con un porcentaje bajo de ritmicidad (60.3%), amplitud de
la oscilacion 0.1 + d.e. 0.05 y acrofase en ZT 2 £ d.e. 1.1, de acuerdo al analisis de
Cosinor (P=0.039). No se observé un desplazamiento de fase pero si una menor
amplitud de oscilacion diaria de BMAL1 en ratones obesos, ademas de una mayor
intensidad en la expresion de BMAL1 en ZT 13 con respecto a delgados (Cuadro
3; Fig. 11).

Cuadro 2. Analisis estadisticos de la expresion de las proteinas pico-valle de ratones
delgados y obesos. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (K.W). *, P<0.05; no
significativo (N.S.).

Proteina Delgados Obesos

Bmall K.W.=26.33, P<0.0001 *** K.W.=22.67, P=0.0001 ***
PGC-1a K.W.=14.81, P=0.0051 ** K.W.=13.67, P=0.0084 **
PPARa K.W.=21.06, P=0.00039 *** K.W.=13.67, P=0.0084 **
CPT1 K.W.=8.386, P=0.0789 N.S. K.W.=15.39, P=0.004 **
SREBP-1c K.W.=14.74, P=0.0053 ** K.W.=15.44, P=0.0039 **
PPARy K.W.=25.76, P<0.0001 *** K.W.=22.35, P=0.0002 ***
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Cuadro 3. Andlisis estadistico de ANOVA de dos vias entre ratones delgados y obesos.
La probabilidad de Bonferroni-Pos hoc test fue tomado como ultimo nivel de significancia.
*, P<0.05; no significativo (N.S.).

Proteina Resultados Bonferroni Pos-hoc test
interaccion F (4,70)=3.22, P=0.0174;
tiempo F (4,70)=25.5, P<0.0001;

Bmal1l entre grupos F (1,70)=0.28, P=0.596 ZT 13, P<0.05 *
interaccion F (4,24)=12.29, P<0.0001;
tiempo F (4,24)=46.73, P<0.0001;

PGC-1a entre grupos F (1,249=7.15, P=0.0368 ZT 23, P<0.05; ZT 4, P<0.01; ZT 13, P<0.001 *; **; ***
interaccion F (4,50)=5.97, P=0.0005;
tiempo (4,50)=12.08, P<0.0001;

PPARa entre grupos F (1,50)=8.38, P=0.0056 ZT 13, P<0.05, ZT 18, P<0.01 *, Kk
interaccion F (4,30)=2.68, P=0.071;
tiempo F (4,30)=12.76, P<0.0001;

CPT1 entre grupos F (1,30)=0.07, P=0.8004 Todos, P>0.05 N.S.
interaccion F (4,30)=8.68, P<0.0001;
tiempo F (4,30)=38.81, P<0.0001;

SREBP-1c  entre grupos F (1,30)=0.86, P=0.3607 ZT9, P<0.05; ZT 4, ZT13, P<0.01 ko k%
interaccion F (4,60)=0.27, P=0.8938;
tiempo F (4,60)= 70.59, P<0.0001;

PPARy entre grupos F (1,60)=6.01, P=0.0172 Todos, P>0.05 N.S.
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Figura 11. Ritmo diario de expresion de la Proteina Reloj BMAL1 en higado. Ratones

delgados (rombos y linea azul) y ratones obesos (cuadrados y linea roja). Franja gris
representa la fase de oscuridad. Valores representan las medias + errores estandares, n=
3-4/ grupo y ZT. Diferencia significativa (Bonferroni Post-hoc test), *P<0.05. Parte superior

derecha: bandas de Western Blot de BMAL1 con su control de carga GAPDH. Parte

inferior derecha: ajustes de Cosinor para delgados (DEL, linea azul punteada) y para

obesos (OB, linea roja punteada), valores representan medias + desviaciones estandares.

Proteina PGC-1a:

La expresién relativa de la proteina PGC-1a de los delgados presentd diferencias
en pico-valle (Cuadro 2), con una ritmicidad de 76%, amplitud de oscilacion 0.5 +
d.e. 0.1 y acrofase en ZT 7 £ d.e. 0.4 (segunda mitad del tiempo de luz), segun el
andlisis de Cosinor (P= 0.007). La proteina de PGC-la en obesos mostré
diferencia en pico-valle (Cuadro 2), con porcentaje de 80.2%, amplitud de
oscilacion de 0.3 £ 0.07 y acrofase en ZT 9.2 + d.e. 0.4 (segunda mitad del tiempo
de luz), segun el analisis de Cosinor (P= 0.003). Los obesos presentaron

diferencias de intensidad en tres puntos temporales con respecto a los delgados:
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en ZT 4 tuvo menor intensidad y en los ZT 13 y ZT 23 mostr6 mayor intensidad

(Cuadro 3; Fig. 12).
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Figura 12. Ritmo de expresion de la proteina del catabolismo lipidico PGC-1a en higado.

Ratones delgados (rombos y linea azul) y ratones obesos (cuadrados y linea roja).

Valores representan las medias * errores estandares, n= 3-4/ grupo y ZT. Diferencia

significativa (Bonferroni Post-hoc test), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Parte superior

derecha: bandas de Western Blot de PGC-1a con su control de carga GAPDH. Parte

inferior derecha: ajustes de Cosinor para delgados (DEL, linea azul punteada) y para

obesos (OB, linea roja punteada), valores representan medias + desviaciones estandares.

Proteina PPARa:

La expresion relativa de la proteina del catabolismo lipidico PPARa mostro

diferencias en pico-valle (Cuadro 2) con un porcentaje de ritmicidad de 71.7%,

amplitud de oscilaciéon 0.6 + d.e. 0.1 y acrofase en ZT 9.3 + d.e. 0.5 (segunda
mitad de la fase de luz), segun el andlisis COSINOR (P= 0.012). También, los
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obesos mostraron diferencias en pico-valle (Cuadro 2), con 79.7% de ritmicidad,
amplitud de oscilacion de 0.4 + d.e. 0.09 vy acrofase en ZT 12.4 + d.e. 0.4
(comienzo de la fase nocturna), segun el analisis Cosinor (P= 0.004). Se observo
un retraso de fase de PPARa en obesos con diferencias en la intensidad de
expresion de la proteina, con mayor intensidad en ZT 13 y ZT 18 en comparacion
con delgados (Cuadro 3; Fig. 13).
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Figura 13. Ritmo de expresion de la proteina del catabolismo lipidico PPARa en higado.
Ratones delgados (rombos y linea azul) y ratones obesos (cuadrados y linea roja).
Valores representan las medias + errores estandares, n= 3-4/ grupo y ZT. Diferencia
significativa (Bonferroni Pos-hoc test), *P<0.05, P<0.01. Parte superior derecha: bandas
de Western Blot de PPARa con su control de carga GAPDH. Parte inferior derecha:
ajustes de Cosinor para delgados (DEL, linea azul punteada) y para obesos (OB, linea

roja punteada), valores representan medias * desviaciones estandares.
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Proteina CPT1:

La ritmicidad de expresion relativa de la proteina CPT1 no mostrd diferencias en
pico-valle (Cuadro 2), pero tuvo un ajuste de Cosinor significativo (P= 0.025) con
una ritmicidad de 69.9%, amplitud de oscilacion 0.2 + d.e. 0.06 y acrofase en ZT
15.2 £+ d.e. 1 (después del inicio de la fase oscura). Por otro lado, los obesos
mostraron diferencias en pico-valle (Cuadro 2), con ajuste Cosinor significativo
(P= 0.036): 61.3% de ritmicidad, amplitud de oscilacion de 0.3 + d.e. 0.09 y
acrofase en ZT 13.5 + d.e. 1. No existieron diferencias significativas de intensidad
de la sefial de CPT1 en ambos grupos; sin embargo los obesos tuvieron una baja
intensidad de la proteina en ZT 23 con respecto a los delgados (Cuadro 3; Fig.
14).
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Figura 14. Ritmo de expresion de la proteina del catabolismo lipidico CPT1 en higado.
Ratones delgados (rombos y linea azul) y ratones obesos (cuadrados y linea roja).
Valores representan las medias * errores estdndares, n= 3-4/ grupo y ZT. Parte superior

derecha: bandas de Western Blot de CPT1 con su control de carga GAPDH. Parte inferior
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derecha: ajustes de Cosinor para delgados (DEL, linea azul punteada) y para obesos (OB,

linea roja punteada), valores representan medias + desviaciones estandares.

Proteina SREBP-1c:

La expresion relativa de la proteina lipogénica SREBP-1c presentd diferencias en
pico-valle (Cuadro 2), pero no en el ajuste de Cosinor (P= 0.084) con 50.7% de
porcentaje de ritmicidad, amplitud de oscilacion de 0.3 + d.e. 0.1 y acrofase en ZT
1.4 £ d.e. 1.2 (inicio de la fase de luz). Similarmente, los obesos mostraron
diferencias en la expresion de la proteina pico-valle (Cuadro 2), pero no en el
ajuste de Cosinor (P= 0.129), con un porcentaje de ritmicidad de 44.3%, amplitud
de oscilacion de 0.2 +d.e. 0.1y acrofase en ZT 20 = d.e. 1.3 (segunda mitad de la
fase de oscuridad). No obstante, se observo un avance de fase de SREBP-1c en
obesos y diferencias en la intensidad de la proteina, siendo menor en los ZT 4y
ZT 9 y mayor en el ZT 13 con referencia a los delgados (Cuadro 3; Fig. 15).
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Figura 15. Ritmo de expresion de la proteina del metabolismo lipidico SREBP-1c en
higado. Ratones delgados (rombos y linea azul) y ratones obesos (cuadrados y linea
roja). Valores representan las medias + errores estandares, n= 3-4/ grupo y ZT. Diferencia
significativa (Bonferroni Pos-hoc test), *P<0.05, P<0.01. Parte superior derecha: bandas
de Western Blot de SREBP-1c con su control de carga GAPDH. Parte inferior derecha:
ajustes de Cosinor para delgados (DEL, linea azul punteada) y para obesos (OB, linea

roja punteada), valores representan medias * desviaciones estandares.

Proteina PPARYy:

La expresion relativa de la proteina lipogénica PPARy en higado mostro
diferencias en pico-valle (Cuadro 2), pero no en el ajuste de Cosinor (P= 0.327),
con un bajo porcentaje de ritmicidad (27.3%), amplitud de oscilacion de 0.2 + d.e.
0.1 y acrofase en ZT 4.5 £ d.e. 2.1 (primera mitad de la fase de luz). De igual manera,
los obesos presentaron diferencias en pico-valle (Cuadro 2), pero no en el ajuste de

Cosinor (P= 0.326), con un bajo porcentaje de ritmicidad (27.4%). La proteina PPARYy
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no mostrd diferencia entre grupos, aunque existi6 una baja intensidad de la

proteina en todos los puntos de ZTs (Cuadro 3; Fig. 16).
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Figura 16. Ritmo de expresion de la proteina del metabolismo lipidico PPARy en higado.

Ratones delgados (rombos y linea azul) y ratones obesos (cuadrados y linea roja).

Valores representan las medias * errores estandares, n= 3-4/ grupo y ZT. Parte superior

derecha: bandas de Western Blot de PPARYy con su control de carga GAPDH. Parte

inferior derecha: ajustes de Cosinor para delgados (DEL, linea azul punteada) y para

obesos (OB, linea roja punteada), valores representan medias * desviaciones estandares
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Correlacion de la expresion de las proteinas PPARa y PGC-1a:

El coeficiente de correlacibn de Spearman mostré una correlacién positiva y
significativa (r= 0.5880, P= 0.0064) entre los perfiles diarios de expresion de las
proteinas PPARa y PGC-1la en ratones delgados (Fig.17). Sin embargo, los
ratones obesos no mostraron una correlacion de Spearman significativa (r=
0.03911, P= 0.87) entre los perfiles de expresion de las proteinas PPARa y PGC-
la (Fig.18).
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Figura 17. Correlacion de los perfiles diarios de la expresion de las proteinas
PPARa y PGC-1a en ratones delgados. r= 0.5880, P= 0.0064.
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Figura 18. Correlacion de los perfiles diarios de la expresion de las proteinas
PPARa y PGC-1a en ratones obesos. r= 0.03911, P=0.87.

Relacion de los ritmos de la actividad locomotriz deambulatoria, de alimentacion y

de la expresién de las proteinas en el higado de Neotomodon alstoni:

Se realiz6 la comparacion de los parametros medidos entre ratones delgados y
obesos, que incluyeron la actividad locomotriz y la alimentacion en fotoperiodo
artificial LO 12:12 y las proteinas del metabolismo lipidico en el higado (BMAL1,
PCG-1a, PPARa, CPT1, SREBP-1c y PPARY); ademas de los acidos grasos libres

(FFA, por sus siglas en inglés) en plasma medidos en un estudio anterior (Fig. 19).
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Figura 19. Resumen de los ritmos diarios de la actividad locomotriz (A.L.), alimentacion
(C.A)) y proteinas del metabolismo lipidico en higado. Ratones delgados (rombos y linea
azul) y obesos (cuadrados y linea roja). Los valores representan las medias. El * marca el
punto de acrofase para cada parametro. Fotoperiodo artificial (LO 12:12). La franja gris
indica la fase de oscuridad.
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Discusion

Ritmos diarios de actividad locomotriz deambulatoria y de alimentacion:

Tanto en fotoperiodo natural como artificial existié un patron bimodal (dos picos de
actividad) en ratones delgados en oscuridad, uno relacionado con el inicio y otro
con el final de la noche, el cual es consistente con la actividad regular en roedores
nocturnos (Aschoff 1966). En condiciones naturales, estos dos picos de actividad
estan estrechamente relacionados con los estimulos del ambiente (tiempos del
anochecer y del amanecer), aunque también son sostenidos por un sistema
enddgeno en ciclos LO artificial (Aschoff 1966; Roenneberg y Foster 1997). Sin
embargo, en el fotoperiodo natural los ratones obesos no presentaron una
actividad locomotriz bimodal clara ni respondieron a la transicion gradual de la
noche al dia (amanecer) como en los delgados; y esto se correlaciondé con un
sobreconsumo de alimento. Por otra parte, en el fotoperiodo artificial los obesos
mostraron un mejor patron de descenso de actividad previo al encendido de la luz
en comparacion al fotoperiodo natural. Esto sugiere que la transduccion de la luz
via células ganglionares de la retina hacia el SCN hipotalamico, la cual juega un
papel importante en la fisiologia y conducta circadiana (Do y Yau 2010), podria
estar ligeramente afectado en ratones obesos en la fotosincronizacién durante el
amanecer en condiciones de luz natural, y tal efecto es enmascarado en el

fotoperiodo artificial.

Por otra parte, el porcentaje de la actividad locomotriz de la fase diurna en ratones
obesos fue mas alta en el fotoperiodo natural que el fotoperiodo artificial, aunque
estos consumieron igual cantidad de alimento que los ratones delgados. Estas dos
caracteristicas conductuales pudieron deberse a las condiciones no controladas
de luz en este fotoperiodo. Sin embargo, aungque no se conoce completamente la
biologia o ecologia de la especie (Neotomodon alstoni) en condiciones naturales,
la alimentacion diurna en fotoperiodo natural mayor que en fotoperiodo artificial de
los ratones delgados pudo deberse a la diferencia de longitud del periodo (medido
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en una temporada de invierno con duracion de 11 h de luz aproximadamente), y
por tanto como una respuesta circanual que permanece en estos ratones de
padres silvestres. Se sabe que existen cambios en la via neuroendocrina
dependientes de fotoperiodo en poblaciones naturales del ratdn de pies blancos
(Peromyscus leucopus; Heideman, 2004), una especie cercana al Neotomodon
alstoni. También, la conducta de sobreconsumo de alimento se ha visto en la
marmota de América (Marmota monax) y en topillos de la pradera mantenidos en
fotoperiodo de invierno y con acceso al alimento ad libitum (Dark et al. 1983;
Concannon et al. 2001). No obstante, el consumo total de alimento en ratones

delgados en luz natural no tuvo diferencias entre fotoperiodos.

Por otro lado, a pesar de que los ratones obesos en general hayan tenido una
actividad locomotriz disminuida durante la noche y aumentada durante el dia,
siguieron presentando una oscilacion circadiana conductual, la cual sugiere que no
exista una cronodisrupcion severa en la funcion del sistema circadiano interno. En
este aspecto Neotomodon alstoni obeso se comporté de manera similar a otros
modelos de obesidad, como: los ratones C57BL/6J con vulnerabilidad genética a
la obesidad inducida por dieta alta en grasas (HFD, por sus siglas en inglés;
Collins et al. 2004), con actividad reducida en la noche y aumentada en el dia, sin
cambios significativos en la expresion de Genes Reloj en el SCN hipotalamico
(Kohsaka et al. 2007); ratas con sobrepeso inducidas con HFD (Bravo et al. 2014);
y como los ratones obesos con el gen clock mutante homocigoto, los cuales
también presentaron actividad reducida en la noche y aumentada durante el dia en
condiciones LO 12:12 (Turek et al. 2005). Sin embargo, estos ratones obesos
clock 7/~ si presentaron una desalineacién en el perfil de actividad locomotriz al
comienzo de la fase oscura, mientras que los N. alstoni obesos no. Esto sugiere,
al menos, que la obesidad en esta especie no presenta mutacién homocigota en el
gen clock en el SCN hipotalamico; sin embargo, futuras mediciones de Genes

Reloj en este tejido son requeridas.

El sobreconsumo de alimento diurno de los obesos en fotoperiodo artificial

también fue similar con los estudios en ratas obesas Zucker (Fukagawa et al.
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1992), ratones clock /~ (Turek et al. 2005) y ratones con HFD (Kohsaka et al.
2007); sin embargo, estos modelos presentaron una reduccién en el consumo de
alimento nocturno (es decir, un ciclo invertido de alimentacion), mientras que los
ratones obesos N. asltoni mantuvieron la alimentacion nocturna de igual manera
qgue los ratones delgados. Ademas, este sobreconsumo de los obesos pudo estar
ligado a los altos niveles de leptina (hormona que regula la homeostasis
energética y la inhibicion del apetito) medidos en estudios previos (Carmona-
Alcocer et al. 2012; Fuentes-Granados et al. 2012), en donde se sugiere que
exista una resistencia del receptor de leptina. De igual manera, estudios
preliminares han demostrado que en ratones macho obesos N. alstoni existe una
menor respuesta de los receptores de leptina y de su efecto en la secrecién de
pro-opiomelanocortinas (POMC, por sus siglas en inglés) en el hipotdlamo (datos
no publicados), el cual es clave en la respuesta inhibitoria del apetito (Schellekens
et al. 2012). Una alteracion en la sefializacion de leptina en el hipotdlamo puede
causar desordenes en la cantidad y la arquitectura del suefo, y disminucion en el
ritmo de la actividad locomotriz (Laposky et al. 2008), tal como se observo en

estos ratones obesos.

Por otra parte, los ratones obesos, a pesar del sobreconsumo total en un dia en
LO 12:12, tendieron a consumir menos alimento por gramo de peso corporal. Esto
sugiere que los ratones obesos satisficieron mas rapidamente las demandas
energéticas que los delgados, debido a que hay un gasto de energia menor
durante la fase oscura. Sin embargo, el ritmo de alimentacién tiene un avance de
fase, que junto con el aumento de actividad locomotriz diurna, sugiere una
desalineacién con respecto al ciclo de luz-oscuridad, facilitando la ganancia de
pesos en estos ratones.
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Ritmos de expresion de la Proteina Reloj BMALL y de las proteinas relacionadas

al metabolismo lipidico en el higado:

La obesidad aumenta la susceptibilidad genética de un individuo para desarrollar
los trastornos que conducen al sindrome metabdlico (diabetes tipo 2, enfermedad
cardiovascular, hipertension, hiperleptinemia, acumulacion de triacilglicéridos en
tejidos no adiposos, etc.). Esta condicion depende, en gran medida, de la
capacidad del higado en el manejo del metabolismo lipidico y en amortiguar la
carga lipogénica que le impone la falta de tejido adiposo funcional (Bastarrachea
et al. 2005); ademas, del sistema circadiano en la regulacion diaria del

metabolismo energético (Kennaway et al. 2007; Green et al. 2008).

La Proteina Reloj BMALL hepética de los ratones delgados N. alstoni presentaron
un ritmo diario de expresion similar en otros estudios (Yang et al. 2006; Kohsaka
et al. 2007; Liu et al. 2007; Yang et al. 2009), con acrofase en el transiciéon de la
noche y el dia. Por otro lado, el ritmo de expresion de BMAL1 de los ratones
obesos no mostré desalineacién con respecto a los delgados, tal y como se
observé en ratas macho Wistar alimentadas durante la fase de luz (Salgado-
Delgado et al. 2013), pero si una baja y alterada oscilacién circadiana, la cual no
es tan significativa como la que se encontré en ratones C57BL/6J de Jackson
Laboratory con HFD (Kohsaka et al. 2007). Sin embargo, esta alterada oscilacion
se debid al aumento de la intensidad de BMAL1 en el ZT 13 (tiempo de depresion
o batifase de la oscilacion de BMALL1 en ratones delgados), en la cual (Hsieh et al.
2010) han encontrado en ratones obesos inducidos por HFD durante 11 meses de
la cepa C57BL/6 inespecifica un aumento de esta proteina en su punto de
expresion mas bajo, con respecto a ratones alimentados con dieta regular.
También, los ratones obesos de este estudio tuvieron dos bandas conjuntas de la
proteina BMAL1 en el ZT 13, las cuales pueden deberse a polimorfismos de la
misma proteina. Estos polimorfismos de BMALL1 estan asociados con

susceptibilidad a hipertension y diabetes tipo 2 en ratas (Woon et al. 2007).

Los ratones delgados N. alstoni presentaron ritmos de expresién de PGC-1a (de

manera similar a los estudios de Liang y Ward 2006; Yang et al. 2009) y PPARa
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(similarmente a los estudios de Yang et al. 2006; Yang et al. 2009; Chen y Yang
2014) de manera conjunta previo al inicio de la fase oscura, considerado como el
tiempo maximo de ayuno por el animal donde necesita iniciar con el proceso de
oxidacion de los acidos grasos y activacion de la gluconeogénesis para la
obtencion de energia, una vez terminada la fuente de glucogeno hepatico. Sin
embargo, las expresiones de estas proteinas, PGC-1la y PPARa, en ratones
obesos no se correlacionaron de manera conjunta como en los delgados. Esto se
debié a que los obesos mostraron menor intensidad en la fase de luz y mayor en
la fase de la noche de PGC-1q, y a un retraso de fase hacia la noche en PPARa.
Esta expresion de PPARa no fue similar a los ratones con HFD (Kohsaka et al.
2007), los cuales muestran una amplitud mayor de la oscilacién de esta proteina y
no un desalineamiento como los ratones obesos N. alstoni. Por otro lado, la
sobreexpresion de PGC-1a puede provocar resistencia de insulina en el higado, el
aumento de la salida de glucosa hepética e hiperglucemia (Koo et al. 2004), lo
cual puede ser consistente con una tendencia en el aumento de la glucosa sérica
en el ZT 18 (mitad de la noche) medida en los estudios de (Carmona-Alcocer et al.
2012). En la misma via del catabolismo de lipidos, se expresa la proteina de
internalizacion de acidos grasos a la mitocondria, CPT1, el cual es un gen blanco
de PPARa (Lemberger et al. 1996; Yoon et al. 2006) y de PGC-la, por
coactivacion del factor nuclear de hepatocito 4 alfa (HNF4a, por sus siglas en
inglés) y la proteina de elementos en respuesta a AMP ciclico (CREB, por sus
siglas en inglés; (Louet et al. 2002)). EI CPT1 posee un ritmo de expresion entre la
fase del dia y la noche (Yang et al. 2009), lo cual ocurrié similarmente en el ritmo
de expresion de CPT1 de los ratones delgados en este estudio. Sin embargo,
existio una tendencia disminuida de la intensidad de CPT1 al final de la noche en
ratones obesos, lo cual sugiere un desbalance en la B-oxidacion de &cidos grasos

en ese tiempo en comparacion con ratones delgados.

Por otra parte, el ritmo de presencia de la proteina lipogénica (SREBP-1c) en
ratones delgados al final de la fase de oscuridad fue similar con los estudios de
(Le Martelot et al. 2009; Yoon et al. 2012; Gilardi et al. 2014), con una depresion
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de la oscilacion durante la transicion de la fase del dia y la fase de la noche,
tiempo considerado como el ayuno para estos animales nocturnos. Sin embargo,
los ratones obesos presentaron un avance de fase de la oscilacion de SREBP-1c
hacia el comienzo de la fase oscura, tal y como ocurre en ratones con HFD
(Kohsaka et al. 2007), donde el tiempo de alimentacién ocurre durante la fase
diurna. Ademas, este avance de fase de la proteina coincide con los altos niveles
de insulina, el cual es un activador del complejo INSIG-SREBP-1c (Eberlé et al.
2004), a principios de la fase nocturna medidos en el estudio de (Carmona-Alcocer
et al. 2012). Por otro lado, la desalineacion de SREBP-1c en los ratones obesos
pudo deberse a cambios en el ciclo de alimentacion y a la tendencia disminuida de
la proteina BMAL1, la cual ejerce una alineacion robusta diaria de la oscilacion
SREBP-1c (Gilardi et al. 2014).

Por otro lado, el ritmo de expresion de la proteina PPARy en higado en ambos
grupos, delgados y obesos, presentd baja ritmicidad y su pico de expresion fue
durante la primera mitad de la fase del dia, lo cual coincide con otros estudios en
ratones de la cepa C57BL/6 inespecifica (Yang et al. 2006; Yang et al. 2009), pero
no en ratones de la cepa C57BL/6J de Jackson Laboratory (Kohsaka et al. 2007).
La expresién de PPARYy hepatica en ratones obesos no fue mayor que en ratones
delgados, tal y cdmo se ha visto en otros estudios en ratones obesos con
esteatosis hepética db/db, ob/ob y 5-HT2cR (Memon et al. 2000) y ratones obesos
con HFD (Kohsaka et al. 2007), ya que el papel de esta proteina es la regulacion
de la homeostasis de lipidos y genes lipogénicos al introducir acidos grasos o
triacilglicéridos plasmaticos al higado mediante la expresion del receptor de LDL
(LDLR), para prevenir efectos adversos de acidos grasos libres en células y
membranas; asi como el transporte y la utilizacion de estos como fuente de
energia, en sinergia con la proteina PPARa (Gavrilova et al. 2003; Patsouris et al.
2006). Esto puede sugerir qgue no exista una esteatosis hepatica severa en los
ratones obesos de este estudio; sin embargo, se ha observado en un estudio
anterior que existe esteatosis hepatica en ratones silvestres Neotomodon alstoni
mantenidos en condiciones de cautiverio, los cuales presentan obesidad y lipomas

subcutaneos (Carmona-Castro 2006).
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Relacién de los ritmos de la actividad locomotriz, de alimentacion y de la expresion

de las proteinas en el higado de Neotomodon alstoni:

El ritmo de actividad locomotriz coincidid perfectamente con el ritmo de
alimentacion de los ratones delgados, lo cual sugiere que el reloj del sistema
circadiano central (ndcleo supraguiasmatico) se sincroniza al tiempo de LO 12:12
y puede imponer periodo y fase al oscilador periférico hepéatico, BMAL1 (Kohsaka
et al. 2007; Mohawk et al. 2012). También, se sugiere que la oscilacion de BMAL1
hepética de los delgados estd siendo regulada por la expresion de las proteinas
PGC-la y PPARaq, tal y como se ha visto en la literatura (Canaple et al. 2006; Liu
et al. 2007); y viceversa, la proteina BMAL1 puede regular la oscilacién de PPARa,
a través de la union a su promotor de cajas E en el gen ppara (Canaple et al.
2006). De la misma forma, la oscilacién de CPT1 fue seguida de la oscilacién de
PPARa y PGC-la, las cuales se sabe que actian sinérgicamente para la
activacion del metabolismo lipidico y la gluconeogénesis (Vega et al. 2000). Esta
oscilacion de CPT1, entre la fase de luz y la fase de oscuridad, se correlacioné
adecuadamente con el inicio de la actividad locomotriz nocturna, en la cual se
necesita energia y se sugiere que se obtiene a través de la oxidacién de los acidos
grasos en el higado. Por otro lado, la proteina SREBP-1c fue expresada hacia el
final de la fase de oscuridad e inicio de la fase de luz, donde la alimentacién ha
cesado en estos ratones delgados, y se requiere de la sintesis de triacilglicéridos
para su almacenaje y transporte hacia el tejido adiposo. De la misma manera, fue
expresado PPARYy hepética para mantener la homeostasis de los acidos grasos
libres y triacilglicéridos circulantes en los ratones delgados. También, se ha visto
gue SREBP-1c puede activar a la proteina PPARy, pero no a PPARa, a través de
la produccion de ligandos enddgenos en el tejido adiposo (Kim et al. 1998), lo cual
sugiere una correlaciona con la oscilacion de PPARy precedida de la oscilacién de

SREBP-1c en el higado en estos ratones delgados.

Por otra parte, la actividad locomotriz de los ratones obesos fue aumentada en el
dia y atenuada en la noche, con un consumo de alimento mayor antes y al inicio

de la fase de oscuridad con respecto a los delgados, lo cual coincide con otros
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estudios con perturbaciones en el sistema circadiano (Fukagawa et al. 1992; Turek
et al. 2005; Kohsaka et al. 2007; Salgado-Delgado et al. 2013; Bravo et al. 2014).
Esto sugiere que esta desregulacion en el comportamiento circadiano en este
ratdbn nocturno conlleva a un desgaste energético menor por la hipoactividad que,
en conjunto con el sobreconsumo de alimento, facilita en gran medida el desarrollo
de la obesidad, tal y como sucede en seres humanos cuando presentan
desincronizacion en ciclos de actividad-suefio y alimentacion (Rosenbaum et al.
1997). La alteracion de la actividad locomotriz y de alimentacion de ratones
obesos sugiere que el reloj del marcapasos principal esta desalineado al ciclo del
fotoperiodo artificial LO 12:12; sin embargo, esto requiere de una medicion del
ritmo diario de expresion la Proteina Reloj BMAL1 en el SCN hipotalamico, ya que
(Kohsaka et al. 2007) no observé modificacion de los Genes Reloj en el
hipotalamo medio-basal de ratones obesos inducidos con HFD. Ademas, la
proteina BMAL1 hepética de los obesos presentd una oscilacion similar a la de los
ratones delgados, lo cual sugiere que no exista una alteracion en la oscilacién del
sistema circadiano central de ratones obesos, el cual impone fase y periodo a los
osciladores periféricos (Hogenesch y Ueda, 2011; Mohawk et al., 2012). Por otro
lado, las proteinas PGC-1a y CPT1 presentaron una disminucion en los puntos de
ZT 4 y ZT 23, respectivamente, lo cual se supone una falta de sefializacion de
AMPK o glucagon. La sefializacion de la leptina provoca un aumento de AMPK, el
cual permite la activacion de PGC-1a y CPT1 para la oxidacion de los acidos
grasos Yy la disminucién de la expresién de Malonil CoA (involucrado en la sintesis
de lipidos; revisado en (Bastarrachea et al. 2005). Sin embargo, los niveles altos
de leptina a lo largo del dia medidos en ratones obesos machos en el estudio de
(Carmona-Alcocer et al. 2012), sugieren una resistencia al receptor de leptina, por
lo tanto una interrupcion en la sefial de AMPK para la activaciéon de PGC-1la vy
CPT1. También, se sabe que la expresion de estas dos proteinas esta dada por la
via de AMP ciclico (segundo mensajero) a través de la activacion por glucagon
(Louet et al. 2002), la cual puede estar interrumpida en estos ratones obesos.
Ademas, el estado redox intracelular de NAD+/NADH (sensible al metabolismo de

glucosa) puede activar a la proteina desacetilasa Sirtl, el cual a la vez interactua
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en sitios especificos de lisina de la proteina PGC-1a para activarla de una manera
dependiente de NAD+ (Rodgers et al. 2005; Li 2013). De esta forma, se sugiere
que las diferencias de las intensidades de la proteina PGC-1a estén alteradas en
los ratones obesos, similarmente como sucede en ratas macho Wistar con
obesidad inducida por actividad locomotriz y alimentacion forzadas (Salgado-
Delgado et al. 2013). Por otro parte, el aumento de PGC-1a en el ZT 13, la cual
también juega un papel importante en la expresiéon de Genes de Reloj (Liu et al.
2007), esta correlacionada con el aumento de BMAL1 en los obesos en el ZT 13,
considerando que el tiempo de transcripcion y traduccion de esta proteina que
contiene 626 aminoacidos puede ser de unos cuantos minutos (Lodish et al.
2000). Por otra parte la desalineacion de PPARa (retraso de fase) de los ratones
obesos hacia la fase de la noche estuvo correlacionada al aumento de los acidos
grasos libres (FFA) entre la fase del dia y la fase de noche, los cuales se sabe que
algunos de ellos pueden funcionar como ligandos para la activaciéon de PPARs
(Varga et al. 2011), aunque también puede ser activado por los niveles de
glucocorticoides (Lemberger et al. 1996). La presencia de la proteina PPARa en el
ZT 13, también se correlacion6 al aumento de BMALL en el ZT 13 en los ratones
obesos, en el cual se sabe que PPARa puede interactuar en los elementos en
respuesta a PPAR localizados en el promotor del gen bmall (PPRE; Canaple et
al. 2006; Chen y Yang 2014). Aunque, también BMAL1 puede activar la
transcripcion del gen ppara a través de la unién a su promotor de cajas E (Canaple
et al. 2006), lo cual se relaciona con la presencia de la proteina PPARa
aumentada en el ZT 18 de los ratones obesos. También, la proteina SREBP-1c
presentd un desalineamiento (avance de fase) hacia al comienzo de la fase
nocturna en los ratones obesos, lo cual se correlaciona con el sobreconsumo de
alimento y altos niveles de insulina (medidos en ratones obesos machos en el
estudio de Carmona-Alcocer et al. 2012), previo a la fase de oscuridad. La
activacion de SREBP-1c esta dado por la actividad de realimentacién (consumo de
alimento después de una pausa de haber comido) y por niveles de insulina para la
sintesis de acidos grasos Yy triacilglicéridos en el higado (Eberlé et al. 2004; Le
Martelot et al. 2009). Cabe mencionar que, a pesar de que existiera resistencia a
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insulina en el higado, SREBP-1c puede seguir activandose en presencia del
sustrato del receptor de insulina (IRS-1, por sus siglas en inglés) y por diferencias
de sensibilidad especificas de tejido, permitiendo la expresidbn de genes
lipogénicos, sintesis de acidos grasos y acumulacién de triacilglicéridos hepaticos
(Shimomura et al. 1997; Browning y Horton 2004; Eberlé et al. 2004). También, la
presencia aumentada de SREPB-1c de los obesos durante la fase inicial de la
noche puede ser la responsable de la produccién de triacilglicéridos circulantes en
el ZT 18 (medidos en ratones obesos machos en el estudio de Carmona-Alcocer
et al. 2012), los cuales son exportados a través de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, por sus siglas en inglés) hacia otros tejidos para su uso o
almacenaje en el tejido adiposo, pero su aumento en el plasma es relacionado a la
resistencia de insulina (revisado en Swift 2012). Por otro lado, de acuerdo al
trabajo (Kim et al. 1998), donde SREBP-1c puede activar a la PPARy a través de
la produccion de ligandos enddgenos, la oscilacibn de PPARy hepatica de los
ratones obesos no fue afectada por la oscilacion desalineada de SREBP-1c. A
pesar de que la oscilaciébn de la proteina PPARYy de los ratones obesos no fue
diferente de los ratones delgados, en el cual se ha encontrado en niveles elevados
en esteatosis hepatica de modelos de ratones obesos (Memon et al. 2000;
Gavrilova et al. 2003), se sabe que el higado graso puede establecerse por
sobreexpresién de SREBP-1c y la proteina de enlace a elementos en respuesta a
carbohidratos (ChREBP, por sus siglas en inglés), que en accion sinérgica pueden
convertir el exceso de glucosa en &cidos grasos e iniciar el depésito de
triacilglicéridos en el higado (Horton et al. 2002; Browning y Horton 2004).
Ademas, no estd completamente definido si la deposicion de triacilglicéridos es
provocado por PPARy y su expresion es incrementada en esteatosis hepatica en
los seres humanos (Browning y Horton 2004). Por un lado, cabe mencionar que la
acumulacion de triacilglicéridos hepaticos resulta de los &cidos grasos libres en
plasma (FFA) provenientes de los adipocitos cuando existe resistencia a insulina,
por lo tanto la tasa de recepcidbn FFA hepaticos es sobreregulada y es
proporcional a la concentracion de FFA en plasma, en el cual SREBP-1c se

sobreexpresa para la sintesis y acumulacion de triacilglicéridos ante la falta de un

53



tejido adiposo funcional (Browning y Horton 2004; Bastarrachea et al. 2005; Swift
2012). Esto estéa relacionado a los aumentos de FFA en la parte de la fase del dia
y parte de la fase de la noche. Ademas, se sabe que el aumento de la expresion
de la proteina PPARy puede participar en la regulacion de la toma de lipidos
séricos por el higado y proteger a otros tejidos no adiposos de la acumulacién de
acidos grasos (Gavrilova et al. 2003). Sin embargo, en este estudio los ratones
obesos no mostraron diferencias en la presencia de PPARYy, por lo que se sugiere
una respuesta menor en la toma de FFA y por ende, una mayor circulacion de
estos en el plasma. Por otro lado, se ha visto que la condicion de esteatosis
hepatica en ratones C57BL/6J alimentados con una dieta aterogénica (Research
Diets, New Brunswick, NJ) afecta el estado redox y algunos factores del
metabolismo pero no la expresion en amplitud y fase de Genes Reloj en el higado
(Ando et al. 2009), en contraparte con otros modelos de en roedores con obesidad
inducida con alimentacion forzada en la fase diurna (Salgado-Delgado et al. 2013)
u obesidad inducida por dieta alta en grasas (Kohsaka et al. 2007; Froy 2010;
Hsieh et al. 2010; Kennedy et al. 2010; Wang et al. 2013), los cuales presentan
alteracién en los Genes de Reloj. Esto sugiere que el mecanismo molecular del
reloj en estos ratones (Neotomodon alstoni) esté protegido contra el dafio
ocasionado por la obesidad y esteatosis hepatica, ya que la oscilacion de BMAL1

persiste de forma similar a los ratones delgados.
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Conclusiones y perspectivas

Los resultados sugieren que la obesidad en los ratones machos N. alstoni esta
asociada a una desregulacion de la actividad locomotriz y a un aumento en el
consumo de alimento diurno, lo cual sugiere una alteracion en el sistema
molecular del reloj central. Esto requiere futuros analisis en el perfil diario de la
proteina BMAL1 y/u otras Proteinas Reloj en el ndcleo supraquiasmatico del
hipotalamo. También, varios estudios han demostrado que la ingesta de alimento
durante la fase de descanso induce disociacién de los procesos ritmicos en el
higado independientemente del ritmo del nlcleo supraquiasmatico (Damiola 2000;
Wu et al. 2010). Sin embargo, el consumo de alimento diurno de los obesos
Gnicamente en unas horas antes de la fase de oscuridad sugiere que no es lo
suficientemente fuerte para desregular la oscilacién de la Proteina Reloj BMAL1
hepética o existe una proteccion de las Proteinas Reloj a través de una regulacién
post-traduccional, en los cuales se ha visto que la oscilacién de la Proteina CRY
puede regularse a través de la inhibicion de su degradacién y modificar la
oscilacion de otros Genes Reloj (Gatfield y Schibler 2007). También, las
expresiones aumentadas de las proteinas PGC-1a y PPARa y una oscilacién
normal de CPT1 en los ratones obesos pueden ayudar a disminuir los niveles de
lipidos en el higado y en el plasma; sin embargo, existen niveles altos de acidos
grasos libres, por lo que se requiere la medicion de cuerpos ceténicos para la
comprobacién de la oxidacion de acidos grasos. Existen cambios en la oscilaciéon
de la proteina SREBP-1c pero no de PPARYy en el higado de ratones obesos, por
lo que se sugiere que otras proteinas estén involucradas en el metabolismo de
lipidos. Ademas, se requieren andlisis de inmunoblots (Western Blot) que ayuden
a determinar el perfil diario de la expresion de las Proteina de Reloj y/o de
proteinas lipogénicas (SREBP-1c y PPARy) en el tejido adiposo de ratones
obesos, del cual no existe informacion completa. Por otra parte, los ratones de
este estudio se consideraron adultos jovenes (Fig. 20), los cuales poseen una

esperanza de vida de aproximadamente de cinco afos (Ayala-Guerrero et al.

55



1998; y observaciones en laboratorio), con lo que se sugiere observaciones
fisioldégicas y conductuales en edades tempranas (antes de la diferenciacion de
ratones delgados y obesos) y en edades avanzadas para conocer el desarrollo de
la obesidad y sus marcadores especificos, asi como su impacto en el metabolismo

a largo plazo.

Figura 20. El ratbn macho de los volcanes Neotomodon alstoni. Ratén delgado
(lado izquierdo) y ratén obeso (lado derecho).
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