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2. Resumen

La obesidad es una patologia con alta prevalencia y morbi-mortalidad. El desafio de
frenar esta pandemia involucra distintas disciplinas, y la ciencia basica ha planteado
como causa fisiopatoldgica la existencia de alteraciones metabdlicas asociadas a la
desincronizacion de relojes moleculares que regulan los ritmos circadianos. En la
basqueda de herramientas que apoyen el tratamiento clinico/alimentario de la
obesidad, el ayuno intermitente (Al) ha ganado interés en el dltimo tiempo. Se han
identificado beneficios del Al sobre alteraciones metabdlicas asociadas a cambios
en los ritmos circadianos inducidos por dieta alta en grasas (HFD) u obesidad en
estudios en humanos y modelos animales. Dichos cambios podrian ser revertidos
mediante ajustes en el ciclo de alimentacion/ayuno, gatillado por la alimentacion
tiempo-restringida (TRF), un tipo de Al. La hipétesis de esta tesis es que un régimen
TRF de 12 h por una semana contribuye a revertir la disfuncién metabdlica y la
alteracion del ciclo circadiano central y/o periférico, en comparacion con
alimentacion Ad Libitum (AL), en moscas previamente alimentadas con HFD por 10
dias que continlan con HFD o cambian a dieta control (CD). Asi, el objetivo fue
determinar el impacto de TRF de 12 h sobre pardmetros metabdlicos y marcadores
moleculares del ciclo circadiano alterados en moscas con dafio metabdlico inducido
por HFD. Utilizamos a Drosophila melanogaster como modelo de dafio metabdlico
y cronodisrupcion inducidos por HFD por 10 dias. El disefio del estudio fue
experimental (tipo longitudinal), con mediciones pre y post intervencion, la cual
correspondié a TRF por una semana. Se asignaron aleatoriamente moscas con
disfuncion metabdlica a un tipo de dieta (CD o HFD) y un régimen de alimentacién
(AL o TRF) y se evaluo el contenido total de triglicéridos (TAGS), glicemia, peso,
expresion de Nlaz (marcador de resistencia a la insulina), e indicadores de la
regulacion de ritmos circadianos moleculares (ritmos de transcripcion de genes del
reloj molecular y del neuropéptido orexigénico Cch-amida2 en 24 h), al inicio y al
finalizar la intervencion. Observamos que, en moscas con dafio metabdlico y luego

alimentadas con HFD y/o con CD, TRF disminuy¢ el contenido total de triglicéridos,

12
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glucosa circulante, expresion de Nlaz y peso. Adicionalmente, se observé en los
ritmos circadianos de algunos genes reloj, una recuperaciéon parcial de la amplitud
previamente disminuida por efecto de HFD durante 10 dias, especialmente del reloj
periférico en el grupo CD. En conclusion, TRF produjo una reversion parcial de la
disfuncién metabdlica y de la cronodisrupcion de los ciclos circadianos ya sea en
condiciones de HFD o CD.

13
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2.1 Abstract

Obesity is a pathology with high prevalence, morbidity, and mortality. The challenge
of stopping this pandemic includes different disciplines, and basic science has raised
the existence of metabolic alterations associated with the desynchronization of
molecular clocks that regulate circadian rhythms. In the search for tools that support
the clinical/dietary treatment of obesity, intermittent fasting (IF) has recently gained
interest. Studies in humans and animal models have identified benefits of IF on
metabolic alterations associated with changes in circadian rhythms induced by a
high-fat diet (HFD) or obesity. Such changes could be reversed by the modulation
of the feed/fast cycle, which may be accomplished by IF, namely time-restricted
feeding (TRF). This thesis hypothesizes that a TRF regimen of 12 h for one week
contributes to reversing metabolic dysfunction and alterations of central and/or
peripheral circadian cycle as compared to Ad Libitum (AL) intake in flies previously
fed HFD and continuing on HFD or switched to control diet (CD). Thus, the objective
was to determine the impact of 12-h TRF on altered metabolic parameters and
molecular markers of the circadian cycle in flies with metabolic damage induced by
HFD. We used Drosophila melanogaster as an animal model of metabolic damage
and chronodisruption induced by HFD. The study design was experimental
(longitudinal), with measurements before and after the intervention (TRF for one
week). Flies with metabolic dysfunction were randomly assigned to a diet (CD or
HFD) and feeding regimen (AL or TRF). We evaluated total triglyceride (TAGS)
content, glycemia, weight, Nlaz expression (insulin resistance marker) and circadian
rhythm molecular markers (clock genes and the orexigenic neuropeptide Cch-
amide?2 rhythms in 24 h). In flies with metabolic damage fed either HFD or CD, those
on TRF showed lower total triglyceride content, circulating glucose, Nlaz expression
and weight compared to AL. In addition, we observed the recovery of some of the
HFD-induced alterations in the amplitude of the circadian rhythm, particularly in the
peripheral clock of the CD group. In conclusion, TRF produced a partial reversal of

14
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metabolic dysfunction and chronodisruption of circadian cycles in either HFD or CD

conditions.
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3. Introduccién

En la actualidad, la obesidad constituye un problema de salud publica a nivel
nacional y mundial, de origen multifactorial, asociado a una alta morbi-mortalidad. A
la fecha, no existe ningun pais que haya podido disminuir sus prevalencias de
exceso de peso, a pesar de multiples esfuerzos para frenar esta pandemia (1). En
Chile, las cifras de sobrepeso y obesidad han aumentado en los ultimos afios,
pasando de una prevalencia de un 61% en el aifio 2003, a un 67% en el afio 2010 y
finalmente a un 74% en los aflos 2016-2017 (2) (3). Estas cifras representan un
aumento del riesgo de desarrollar otras comorbilidades y del costo en salud publica.
Por lo tanto, el enfrentamiento de esta problematica en salud requiere de un
esfuerzo multisectorial, el cual debe ser abordado de manera transversal en las

diversas politicas publicas.

En el contexto del desafio que representa enfrentar la obesidad, desde la ciencia
basica se han trazado distintas lineas de investigacion que buscan contribuir a
entender y proponer soluciones para abordar esta patologia. Desde el punto de vista
de la biologia, la obesidad se produce cuando de manera crénica un sujeto consume
mas energia de la que necesita para satisfacer su gasto energético diario,
generandose un balance energético positivo, que es manejado por el organismo
mediante el almacenamiento del excedente en forma de TAGs en el tejido adiposo
(TA). No obstante, la capacidad de acumulacién de lipidos puede ser superada, lo
gue conduce a una disfuncion del TA que conlleva la generacion de un ambiente
proinflamatorio (4). Los mecanismos fisiopatolégicos que se desencadenan en el
contexto de la obesidad, como la resistencia a la insulina, producen un impacto en
el metabolismo de sustratos energéticos como los lipidos y los carbohidratos,
generando un dafio o disfuncibn metabdlica, que favorece la aparicion de
enfermedades cronicas como higado graso, diabetes mellitus y aumento del riesgo

cardiovascular (5) (6).

16
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El manejo clinico convencional de la malnutricién por exceso incluye cambios de
habitos enfocados en una alimentacion balanceada, practica regular de ejercicio
fisico y promocion de estilos de vida saludable (7). Sin embargo, estas medidas no
han mostrado éxito terapéutico mantenido en el tiempo, principalmente por falta de
adherencia al tratamiento. Por lo tanto, en la actualidad se estan evaluando
potenciales herramientas costo-efectivas que contribuyan a la mantencion de
habitos saludables. Entre las posibles herramientas novedosas para enfrentar la
obesidad, en afos recientes el ayuno intermitente (Al) ha suscitado un creciente
interés. El concepto de Al comprende una variedad de aproximaciones diferentes.
Dentro de estas se encuentra la “alimentacion tiempo-restringida” o “Time-
Restricted Feeding (TRF)”, la cual consiste en establecer una ventana acotada de
alimentacion de 6, 8, 10, o 12 horas, seguida de una ventana de ayuno hasta
completar las 24 horas del ciclo o dia (8). Esta manera de estructurar la alimentacién
busca ordenar los tiempos de alimentacion de modo que la ingesta ocurra en un
periodo diurno (fase activa), sin necesariamente incluir una reduccién o restriccion
caldrica. Asimismo, se ha observado que cuando la alimentacion ocurre durante la
fase activa (temprano en el dia en el caso de los humanos, y de noche en ratones
y ratas), al estar en sincronia con el ciclo circadiano y la cronobiologia, se obtienen
mejores indicadores de salud metabdlica y menor peso corporal (9), en comparacion
con el esquema de horarios de alimentacidén caracteristicos de un estilo de vida
occidental moderno, en el que hay un consumo constante de alimentos hasta

avanzadas horas de la noche.

Estudios preclinicos y clinicos en distintas modalidades de Al, incluyendo TRF, han
reportado beneficios tales como mejoras en el control glicémico y la sensibilidad a
la insulina, aumento de la resistencia al estrés y reduccion de marcadores de
inflamacion. Esto, adicional a la pérdida de peso, mejor regulacién de apetito y
reduccion de la produccion de especies radicalarias de oxigeno, entre otros (8) (10)
(11) (12) (13). Asimismo, en estudios en modelos animales, que a la fecha incluyen

ratones, ratas y moscas, se ha observado mejoras en la sensibilidad a la insulina,

17
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supresion de depoésito de grasa intramuscular en musculo esquelético y cardiaco,
disminucibn de esteatosis hepatica e inflamacion, desaceleracion del
envejecimiento cardiaco y prevencion de ganancia de peso cuando se les administra
una dieta hipercaldrica, entre otros (14) (15) (16) (17) (18).

Entre los mecanismos a través de los cuales TRF podria ejercer sus efectos
benéficos en la salud metabdlica, se ha propuesto la modulacion de los ciclos
circadianos. El ciclo circadiano corresponde al conjunto de oscilaciones de los
procesos fisioldgicos en 6rganos y células, que ocurren en aproximadamente 24
horas en todos los seres vivos en respuesta a los ciclos de luz/oscuridad derivados
del movimiento de rotacion del planeta. Dichas oscilaciones tienen como funcién
anticipar las respuestas biolégicas a cambios ambientales predecibles (19).
Frecuentemente, estos ciclos son afectados por el estilo de vida occidental, que se
caracteriza por un alto consumo de alimentos ultraprocesados, patrones de
alimentaciéon erraticos o “picoteo” durante gran parte de las horas del dia,
sedentarismo, prolongada exposicion a pantallas, deudas de suefio y esquemas

irregulares del ciclo suefio/vigilia, entre otros.

El ritmo circadiano es dirigido por un reloj central o maestro en las neuronas del
nacleo supraquiasmatico (SCN) del hipotdlamo, las que reciben informacién desde
las células ganglionares de la retina que procesan sefiales de la luz ambiental. El
principal sincronizador o Zeitgeber (del aleméan “dador de tiempo” o “sincronizador”)
del reloj central es el estimulo de luz ambiental, sin embargo, también presenta una
autonomia dada por sus oscilaciones moleculares endégenas. No obstante, dichas
oscilaciones, también son “entrenables” por otros estimulos ambientales, que
pueden alterar su sincronizacion. Entre dichos estimulos se encuentran la
exposicion a luz artificial, los ciclos de suefol/vigilia, alimentacion/ayuno,
actividad/reposo, entre otros (19). Ademas, el reloj central regula la ritmicidad de
relojes periféricos tejido-especificos que sincronizan localmente diversos procesos

celulares mediante la expresion/actividad de enzimas o proteinas reguladoras del

18
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metabolismo (20). La comunicacion desde el reloj central hacia los relojes
periféricos en los mamiferos se efectia mediante vias aun poco conocidas, que
incluyen sefales neurales, endocrinas e incluso térmicas. La organizacion
molecular del reloj circadiano se encuentra en invertebrados y en mamiferos,

incluyendo humanos, lo que refleja una alta conservacién evolutiva (21).

A nivel molecular, el reloj circadiano (tanto a nivel central como periférico) tiene un
componente activador y otro represor, que coordinan un circuito de transcripcion y
traduccion que opera en un ciclo de ~24 horas (20). El componente activador consta
de un dimero de proteinas Clock y BMAL1 que se une a secuencias regulatorias (E-
box) del DNA e inducen la expresion genica de Cryptochrome (Cry) y Period (Per),
entre otros, y actla durante el dia (fase activa). Luego del proceso de traduccion,
se produce una heterodimerizacién de Per y Cry que se transportan al nucleo e
inhiben a Clock/BMALL1 y por lo tanto su propia expresion, creando un loop negativo.
El complejo Per/Cry ejerce su regulacion negativa durante la noche (fase de reposo
en humanos), y a medida que su abundancia decae por el auto-apagado de su
expresion y su degradacién, la activacion de Clock y Bmall se recupera, dando
paso al reinicio del ciclo. La importancia del funcionamiento de este reloj molecular
reside en que establece el compas de las oscilaciones circadianas, y su adecuada
expresion génica determina a su vez los cambios en la expresion de otros genes
vinculados al metabolismo, los que en su conjunto reciben en nombre de clock-
controlled genes (CCG) (22). Estos cambios de expresion, que regulan el
funcionamiento del metabolismo, determinan los cambios ciclicos en los

niveles/abundancia de moléculas metabdlicamente relevantes en el organismo.
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En este aspecto, Drosophila melanogaster es el modelo animal en el que se inicio
el estudio del reloj molecular, describiéndose por primera vez el rol del factor Per en
la mantencion de un periodo de 24 h en el ciclo circadiano (23). En moscas, el
ortdlogo de BMALL recibe el nombre de Cycle (CYC), mientras que CRY equivale a
Timeless (TIM) (24). Ademas, el neuropéptido CCH-amida2 (Ccha2), producido por
las células del intestino medio, ejerce una accion similar a la grelina, controlando las
sefales de apetito durante el dia a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC), lo que
produce que la conducta del animal se oriente hacia la busqueda de alimento, con
una ritmicidad circadiana descrita de dos peaks en 24 h, durante la fase activa del

animal (fase de luz), anticipando la ingesta alimentaria (25).

La comunicacion bilateral entre el reloj central y los relojes periféricos es clave para
la homeostasis. Particularmente, los relojes en el aparato gastrointestinal y en el TA
pueden afectar la sincronizacion del reloj central en base a estimulos como ingesta
de alimentos (26). Por ejemplo, grelina, una hormona secretada por las células
parietales del estbmago tiene un efecto orexigénico a nivel del SNC y orienta la
conducta hacia la busqueda de alimento, participando en la regulacién circadiana
del apetito (26). Sin embargo, la ritmicidad de su secrecion es afectada por la
disrupcién del ritmo circadiano observada en obesidad y en respuesta a una HFD.
Por lo tanto, la evaluacion, en un curso temporal, de la expresion de genes que
codifican el reloj y en particular de esta hormona, es clave para identificar los
cambios en su ritmo circadiano, inducidos por estimulos como el régimen de

alimentacion experimental.

Existe evidencia de que una dieta alta en grasas produce una disrupcion en el ciclo
circadiano de expresion de los relojes moleculares. Un estudio en ratones (27)
reporté que HFD disminuyd la amplitud (magnitud de un ritmo) de la expresion de
genes del reloj molecular en TA e higado y también produjo un retraso en el periodo
(tiempo de duracion de un ciclo/ritmo biolégico). Adicionalmente, se altero la

expresion circadiana de genes que codifican para enzimas y factores de

20



@
@ | UNIVERSIDAD DE CHILE

B Instituto de Nutricidn y Tecnologia de los Alimentos
INta | vector Fernandeo Monckeberg Barros

transcripcion del metabolismo de lipidos. Dichos efectos se asociaron a la alteracion
del ritmo circadiano de la glucosa circulante, de leptina, insulina, acidos grasos libres

y corticosterona (27).

Cuando los ritmos circadianos moleculares se encuentran alterados, se produce un
aumento del riesgo de obesidad, diabetes y enfermedades cronicas, lo que induce
0 perpetia el dafio metabdlico. No obstante, un estudio realizado en ratones
sometidos a HFD, reporté que TRF previno la alteracion de la expresion circadiana
de genes reloj en comparacion a los que se alimentaron con HFD, pero en un
esquema de alimentacion AL (28). Esto fortalece la idea de que la sefial de
alimentacion/ayuno puede ser un sincronizador ambiental Gtil para reajustar el orden

circadiano, lo que podria generar un impacto positivo a nivel metabdlico.

Cabe destacar que en la ultima década se han validado en Drosophila distintos
modelos para estudiar enfermedades crénicas, como obesidad y diabetes tipo 2.
Estos modelos han permitido entender el funcionamiento del metabolismo en
mamiferos, dado que cuenta con mecanismos conservados y funcionalmente
similares que regulan la homeostasis de la glucosa y la acumulaciéon y movilizacién
de lipidos, entre otros. El estudio en moscas también cuenta con otras ventajas
como la disponibilidad de herramientas moleculares y genéticas, junto con su
simplicidad (25) (29) (30), que favorecen la identificacion de mecanismos de control
metabdlicos alterados en patologias del humano (31). A la fecha se han descrito
modelos de obesidad genéticos e inducidos mediante dietas hipercaloricas (31)
(32). El modelo de obesidad y resistencia a la insulina exhibe caracteristicas como
hiperglicemia, hiperinsulinemia (aumento de la expresion y secrecion de péptidos
insulinicos (Dilps), encargados del control glicémico), atenuacion de la sefalizacion
intracelular en respuesta a la insulina, y aumento del contenido de TAGs en cuerpo
graso (tejido que combina funciones equivalentes a higado y tejido adiposo de
mamiferos) con gotas lipidicas mas grandes. Ademas, en larvas se produce un

retraso del crecimiento, lo que se traduce en menor peso y tamafo, debido a que
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algunos Dilps tienen también funciones equivalentes a IGF-1 (32). También, se ha
descrito que el cuerpo graso secreta una lipocalina llamada Neural Lazarillo (NLaz),
gue antagoniza la sefalizacion de insulina, y una expresion génica aumentada ha
sido reportada como marcador de resistencia a la insulina en moscas sometidas a

dieta alta en azucar y en HFD (15).

El presente proyecto utilizé Drosophila melanogaster como modelo de estudio del
dafio metabdlico inducido por HFD, para evaluar el impacto de TRF en la reversién
de dichas alteraciones, que se acompafian de cambios en los relojes moleculares
periféricos y/o central. De este modo, se podria contribuir con bases cientificas que
permitan sustentar la utilidad de esta practica para hacer frente a la pandemia de la

obesidad y sus comorbilidades.
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4. Hipotesis de Trabajo y Objetivos

Hipotesis:

Un régimen TRF de 12 h por una semana contribuye a revertir la disfuncion
metabdlica y la alteracion del ciclo circadiano central y/o periférico, en comparacion
con alimentacion AL, en moscas macho previamente alimentadas con HFD por diez

dias, que contindan con HFD o cambian a CD.

Objetivo _general: Determinar el impacto de TRF de 12 h sobre parametros

metabdlicos y marcadores moleculares del ciclo circadiano alterados en moscas

macho con dafio metabdlico por HFD.

Objetivos especificos:

En moscas macho con dafio metabdélico inducido por HFD, sometidas luego a HFD

0 CD, evaluar el efecto de TRF de 12 h sobre:

1. Marcadores de la acumulacion de lipidos (Contenido total de triglicéridos).

2. Marcadores de control de la glucosa circulante y resistencia a la insulina
(glicemia, peso y NLaz).

3. Indicadores de la regulacion de ritmos circadianos moleculares (niveles de
ARNmM de genes activadores [Clock y Cycle] y represores del reloj molecular
[Timeless y Period] y de Cch-amida?2).
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5. Metodologia

5.1 Modelo animal

Se utilizaron moscas macho Drosophila melanogaster de la cepa silvestre Canton
Special (CS, #64349) provenientes de Bloomington Drosophila Stock Center. Estos
animales fueron crecidos en CD en viales de plastico transparente en un incubador
a 25 ° C con ciclos de luz/oscuridad de 12 h, desde las 08:00 hasta las 20:00 h, hora
local. Durante los dias 1-3 post eclosién (momento en que el insecto sale de su
carcasa pupal e inicia su vida adulta), las moscas fueron transferidas a viales de
cultivo y recibieron HFD por un periodo de diez dias, manteniendo el mismo ciclo de

luces encendidas/apagadas.

El alimento estandar de las moscas o CD esta compuesto en % p/v por agar 1%,
levadura de cerveza 8%, extracto de levadura 2%, peptona 2%, sacarosa 5,1%,
sulfato de magnesio 0,05%, cloruro de calcio 0,05% y adicién de acido propidnico
como conservante y Nipagin como antimicético y antibacteriano. El alimento HFD
se obtiene a partir de la suplementacion de CD con 5% aceite de coco, que es
ampliamente utilizado en estudios en moscas en rangos que varian entre el 2-30%
(15) (33). La HFD permite inducir un modelo de obesidad, el cual en moscas se
define como un aumento excesivo de la acumulacion de grasas en el cuerpo graso,
acompanado de hiperglicemia, resistencia a la insulina y otras alteraciones

metabdlicas (31) (32), asi como también disrupcién del ritmo circadiano (34).
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5.2. Definicidn de la muestra

La determinacion del tamafio muestral se basé en la evidencia publicada utilizando
el modelo Drosophila melanogaster y tomando como referencia especifica los
protocolos generados por Laura Musselman, quien desarrollé y caracterizo el
modelo diabetes inducida por dieta alta en sacarosa en estos animales (32).
Dependiendo del tipo del ensayo, se utilizaron grupos de moscas con un n=10-50
individuos machos por condicion y en 3-4 experimentos independientes para cada

tipo de evaluacion.

5.3 Disefio de la investigaciéon

Se realiz6 un estudio experimental en moscas adultas con dafio metabdlico inducido
por HFD durante diez dias. Luego, se las asignod al azar a uno de cuatro grupos
segun dieta (CD o HFD) y régimen de alimentacion (AL o TRF). Se mantuvo un
quinto grupo de referencia (CTL), que consisti6 en moscas que nunca recibieron
HFD, las que fueron alimentadas durante todo el periodo (17 dias) con CD/AL. Las
moscas en régimen AL tuvieron disponibilidad de alimento las 24 h del dia. Cada
vial contenia aproximadamente 8 mL de alimento, fuese CD o HFD. El grupo
intervenido con TRF, tuvo un ciclo de 12 h de disponibilidad de alimento durante el
dia (luces encendidas), que correspondia a la fase activa, seguido de un ciclo de 12
h de ayuno nocturno (luces apagadas), correspondiente a la fase de reposo. Asi, la
alimentacion/ayuno coincide con ritmos circadianos de dia/noche en el animal,
basado adicionalmente en la evidencia de que un ayuno de 12 h ha mostrado en
este modelo un impacto benéfico sobre alteraciones metabdlicas asociadas a la
obesidad (14) (15). Cabe destacar que se considerd la luz ambiental como el
principal estimulo sincronizador o Zeitgeber (35), por lo que el encendido de las
luces a las 8:00 horas corresponderia al Zeitgeber Time (ZT) 0, iniciando la fase
activa del animal, la cual concluye con el apagado de luces al ZT 12 o0 20:00 h, hora
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local. Para generar el ayuno nocturno, se cambiaron las moscas a un vial que
contenia agar 1% en vez de alimento. La intervencion TRF tuvo una duracion de
una semana. Las variables de interés seran evaluadas pre y post intervencion, tal

como muestra la figura 1.

Grupo/ Dieta / Tratamiento
Dieta

CDIAL
HFDIAL
m< HFDITRF
CTL CTL
Dias 1-3 10 dias 10° dia 17° dia
Mediciones Mediciones
iniciales finales

Fig. 1. Disefio experimental. Moscas macho se recolectaron entre el dia 1-3 de vida y se
sometieron a diez dias de HFD. Se midieron las variables basales (pre-TRF) y se dividieron
al azar en los cuatro grupos experimentales segun el tipo de dieta; CD o HFD y régimen de
alimentacion TRF de 12 h o AL. Luego de 7 dias de TRF, se evaluaron las variables del
punto final. Un grupo de moscas de la misma edad fue asignado para grupo control de

referencia (CTL), que se mantuvo desde el dia 1 en CD y no fue intervenido.
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5.4 Definicién de conceptos vy variables

La variable independiente fue el régimen de alimentacion (AL vs TRF), el cual fue
evaluado en dos tipos de alimentacion; CD y HFD. Las variables dependientes o
respuesta corresponden a: contenido de TAGs totales, peso, glucosa circulante y
niveles de transcritos (ARNm) de Nlaz, genes del reloj molecular y el neuropéptido
Cchamida-2.

5.5 Procedimientos vy técnicas:

Medicién de peso y glicemia.

El peso, expresado en mg, se midi6 en una balanza analitica, previo
adormecimiento de los insectos con CO2. Se agruparon conjuntos de 5 moscas
macho por cada condicidon pertenecientes a un mismo tubo de cultivo, y ya
adormecidas se traspasaron a tubos 0,2 mL previamente masados, para realizar la
medicion en la balanza. Luego, el peso obtenido fue dividido en cinco, para
determinar el peso promedio de una mosca. Este proceso se realizd por triplicado
para cada grupo experimental, antes y después de la intervencién TRF. Las réplicas

técnicas se obtuvieron de moscas que provenian de distintos tubos.

Para la medicién de glicemia (mg/dL) se seleccioné un subgrupo (n=40-50) distinto
a las moscas que se pesaron, y con ayuda de una aguja intramuscular se les realiz
una perforacién en el térax, y se las dispuso en tubos de 0,6 mL previamente
perforados en el centro del extremo inferior, los cuales se introdujeron dentro de otro
tubo de 1,5 mL con la tapa abierta. Luego se obtuvo la hemolinfa (equivalente a
“sangre” en moscas) por centrifugacion en frio, la cual quedaba contenida en el tubo
1,5 de mL. Dicha hemolinfa se diluyé 1:10 y la glucosa se evalué mediante un
glucometro (Accu-Chek®). Esta medicién fue previamente validada en el laboratorio
de biologia celular respecto a otro estandar de medicién de glucosa circulante en

moscas y muestra una adecuada correlacion (36). Este procedimiento se efectud
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en la mafana, inmediatamente al inicio del ciclo de luz (08:00 - 09:00 hrs), previo al

TRF y nuevamente al finalizar la intervencion.

Ensayo de sobrevida

Para evaluar el impacto de HFD en la sobrevida de las moscas, se recolectaron 600
moscas macho hasta 24 h después de la eclosion y se dividié en dos grupos, con
un total de 300 moscas por dieta experimental (CD y HFD). Se distribuyeron en
grupos de 20 moscas por vial, y cada dos dias se realiz6 el recuento del nimero de
moscas muertas, mientras que las que quedaban vivas se cambiaban a un nuevo
vial con alimento fresco de la dieta correspondiente. Luego de la muerte total de
cada grupo, el registro del niumero de moscas vivas en el tiempo (dias) se grafico

como curva de sobrevida.

Ensayo de ingesta
Para estimar la cantidad de alimento ingerido por los animales de los distintos
grupos experimentales antes y después de la intervencién TRF, utilizamos un

protocolo previamente establecido (http://musselmanlab.com/index.php/protocols/).

El ensayo de ingesta se basa en la incorporacion de un colorante en la comida, el
cual posteriormente se cuantifica a partir de su incorporacion al intestino. Se afiadio
1% colorante azul (Brilliant Blue, Sigma® grado alimento) a la dieta, a la que las
moscas se expusieron por una hora (a modo de adaptacion). Posteriormente, las
moscas retornaron a tubos con comida sin colorante por una hora, tras lo cual se
inicié el ensayo de ingesta, pasando las moscas nuevamente, a un tubo con comida
con colorante por dos horas. Para la cuantificacion de la ingesta, las moscas se
congelaron en grupos de 4 en tubos de 1,5 mL a -20° C, posteriormente se
homogeneizaron en 100 uL de PBS y se centrifugaron durante 1 minuto a 13.000
rom. El sobrenadante se extrajo y traspasé a una placa multipocillo para cuantificar
absorbancia del colorante azul en el homogenizado de moscas a 630 nm. El
homogenizado de un grupo de moscas que no comieron alimento azul se usé como

blanco en cada uno de los tratamientos. Finalmente, se estimd la cantidad de
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comida promedio ingerida en una ventana de dos horas a partir de una curva
estandar elaborada con una dilucion seriada de comida con colorante y la ecuacion

descrita previamente por Musselman (37).

Contenido de TAGs

La determinacion del contenido total de TAGs se realizo siguiendo el protocolo de
deteccidn colorimétrica del kit Triglyceride Quantification Colorimetric/Fluorometric
de Sigma-Aldrich®, cuyo principio se basa en que los TAGs se convierten en 4cidos
grasos libres y glicerol, por accion de la lipasa. El glicerol liberado, se oxida y emite
un color fucsia, el cual es cuantificado por absorbancia en un espectrofotometro a
570 nm. Se tomaron grupos de 5 moscas en duplicado por condicién experimental
en tubos de 1,5 mL en frio. Luego, se homogenizaron en 100 uL de PBS y se
afadieron 2 uL de lipasa a cada tubo y se dejo incubando por 20 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se adicion6 50 uL de “Master reaction mix” que
contiene buffer y un mix enzimatico a cada muestra y al blanco, que consistio en un
homogenizado de un grupo de moscas sin la adicién de lipasa. Subsecuentemente,
las muestras se traspasaron a una placa multipocillo y se efectué una incubacién
por una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se midi6 la absorbancia a
570 nm, utilizando un espectrofotometro (TECAN Infinite f50). Finalmente, el

contenido de TAGs totales fue determinado a partir de una curva estandar.

Extraccion de ARN y expresién génica por RT-gPCR

Evaluamos mediante RT-gPCR la expresion del gen Nlaz, genes del reloj molecular
y Ccha2. Para evaluar la expresion génica del reloj central, se tomaron solo cabezas
de moscas (n=30-40) y para la evaluacion del reloj periférico se tomo el cuerpo sin
la cabeza (n=30-40). Ambos tipos de tejidos se lisaron en Trizol (Invitrogen®) y se
extrajo y purific6 ARN segun las instrucciones del kit E.Z.N.A.® Total RNA Kit |
(Omega Biotek). Luego, a partir de 0,5 0 1 ug de ARN se realiz6 retrosintesis de

ADNCc utilizando High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermofisher®)
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para las muestras de cabezay para las muestras de cuerpo se us6é M-MLV Reverse
Transcriptase, Oligo(dT)15 Primer y dNTPs (Deoxynucleotide Triphosphates) de
Promega®. Posteriormente, se efectu6 Real-Time gPCR utilizando
aproximadamente 200 ng de ADNc y Fast SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems®) en dos replicas técnicas. Los resultados se normalizaron utilizando la
expresion del gen Rpl-19 como gen housekeeping. La expresion de ARNm se
evaluo con LightCycler® 96 System. El calculo del cambio de expresion relativa se
realiz6 mediante el método desarrollado por Pfaffl (38), y se expresdé como veces
de cambio de los niveles del transcrito de interés respecto de una condicién control.

Los partidores para medir expresion de los transcritos fueron previamente validados

en el laboratorio de biologia celular y se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de partidores utilizados.

Gen Secuencia Forward (3’'a5") Secuencia Reverse (3'a )
Rpl-19 AGGTCGGACTGCTTAGTGACC CGCAAGCTTATCAAGGATGG
Nlaz GGACAACCCTCGAATGTAACT GACGGCGTATGACTCGTAATC
Clock GGATAAGTCCACGGTCCTGA CTCCAGCATGAGGTGAGTGT
Cyc TGGACAATCACCCGAACATAC CTGAGGCAGGAAACCAATCA
Per | CGAGTCCACGGAGTCCACACACAACA AGGGTCTGCGCCTGCCC
Tim GGTGGCATCTGTGTACGAAA GATCTCGGTTCGCTCAAGTC
Ccha2 AAACAGCAACAGCAGCAAAC AGGACCACGGTGCAGATAAC
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Evaluacion de los genes reloj y Ccha2 como un ritmo circadiano

Para identificar los cambios en el ritmo de expresion de los genes que codifican para
proteinas del reloj molecular (Clock, Cyc, Pery Tim) y para Ccha2, se evaluaron sus
niveles transcripcionales en distintos tiempos dentro de un periodo de 24 horas. Se
tom6 muestras de un subgrupo de moscas macho de los distintos grupos cada 4
horas, previo y posterior a la intervencion con TRF. Los ARNm fueron aislados a
partir de cabezas y cuerpos descabezados, segun se describié previamente y luego
se determind la expresion relativa de los transcritos estudiados por gPCR.
Finalmente, se evaluo la existencia de un patron de expresion circadiano a partir de
la curva generada por los cambios de expresion relativa en 24 h, mediante Andlisis
Cosinor. Este método es ampliamente usado en el estudio de ritmos circadianos y
cronobiologia, y efectia un modelamiento matematico que asigna una funcion
sinusoidal o de movimiento arménico simple a un curso temporal de datos (39). Para
evaluar el ajuste de bondad del modelamiento, se realizé F-test para cada conjunto
de datos por condicion experimental, pre y post intervencion TRF, de acuerdo con
lo descrito en la literatura (39) (40). Luego de haber comprobado que hubiese un
ajuste respecto al modelo matematico (funcion sinusoidal), se estimaron los
parametros cuantitativos (amplitud, desfase, periodo y mesor o linea basal) que
describen un ciclo (39). De estos, se seleccionaron amplitud y desfase para

comparar entre los grupos experimentales.

Para favorecer la compresion de los resultados, a continuacién, se presentan

algunas definiciones de los parametros del ritmo circadiano (39):

I Amplitud: La magnitud de un ritmo. Puede expresarse como la distancia
media de la extension (entre peak y mesor) o bien entre el peak y el valor
mas bajo dentro de un ciclo.

il. Fase: Tiempo (en horas) de un ritmo, se define en relacién con un punto
clave del ritmo, tipicamente los valores altos o bajos recurrentes en cada

ciclo.
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ii. Desfase: Desplazamiento (en tiempo; horas) de la fase un ritmo o ciclo
respecto a una fase de un ritmo previsto o estandar.

Y2 Periodo: Tiempo que demora un ciclo en repetirse, es decir corresponde
a la duracion de un ciclo. En un ciclo/ritmo circadiano, se asume en el
modelamiento un periodo de 24 h.

V. Mesor (Midline Statistic of Rhythm) o baseline: Linea media dentro de un

ritmo.

I Acrophase, ¢ Period,

Amplitude, A

MESOR, M
(Midline Estimating
Statistic Of Rhythm)

t Time —

Reference time

Figura 2. ParAmetros que caracterizan un ritmo (39).

Los graficos de los ritmos de expresion de los genes reloj y ccha-2 y el Analisis
Cosinor se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 9.0.3. La curva
generada en el tiempo se muestra tanto en hora cronolégica local (CT;

Chronological Time) como su equivalente en hora Zeitgeber (ZT).
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5.6 Técnicas estadisticas de analisis

El nivel de rechazo de hipdtesis nula se establecié en valor-p<0,05 y los resultados
se expresan en medias y desviacion estandar. Para la comparacion de las medias
de peso, glicemia, contenido de TAGs totales y veces de cambio de los niveles de
ARNmM de los genes evaluados entre los grupos experimentales se utilizé la prueba
de Wilcoxon Mann-Whitney, también conocida como U Mann Whitney. Para los
casos en que se compararon mas de dos condiciones experimentales, se realizé
una prueba de Kruskal-Wallis seguido de una prueba post-hoc de Dunn para
comparaciones multiples. Por otro lado, para evaluar la diferencia de las medias, de
distintos tiempos, se uso la prueba de Friedman. Por ultimo, para la determinacién
de la existencia de un ritmo/ciclo circadiano se uso el Andlisis Cosinor y la Prueba-
F. Los detalles de la aplicacion de este test, y los resultados de estos analisis se

encuentran en los Anexos 1y 2 respectivamente.

En trabajos publicados que utilizan Analisis Cosinor, se presentan directamente la
amplitud o acrofase pertenecientes a los grupos experimentales, cuando se obtiene
solo una curva o ritmo por grupo, y solo cuando hay multiples curvas en cada grupo
experimental, utilizan el promedio de los valores de los parametros de dichas
curvas, para aplicar pruebas estadisticas (41) (42). De igual forma, en este trabajo
de tesis, la comparacion de los ritmos transcripcionales entre grupos experimentales
se efectud observando directamente la magnitud de los pardmetros de amplitud o
fase. Esto, dado que se generd un solo ritmo o curva transcripcional por grupo y no
multiples para estimar un promedio y poder aplicar una prueba estadistica. Por lo
tanto, se determind que un cambio en algun parametro del ritmo igual o mayor a un
20% en el grupo TRF (HFD o CD) se consideraria distinto de la condicion AL. Esta
decision se basa en antecedentes de otros estudios Drosophila y en ratones (14)
(15) (28) (43) en los cuales se registran cambios biol6égicamente relevantes y
estadisticamente significativos en aspectos metabdlicos y fisiologicos, cuyas

magnitudes se encuentran entre un 9 a 40% respecto a un control, asociados a una
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mejoria en la ritmicidad o aumento del peak de expresion génica (incluyendo genes
reloj) luego de un periodo de intervencion TRF. Ademas, se fundamenta en un
hallazgo de cambios de un 17% y un 23% en el promedio de la acrofase de un
conjunto de ciclos circadianos en modelos murinos, daba cuenta de una disrupcion

de ritmos circadianos (41) (44).
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6. Resultados

6.1 HFD por diez dias induce dafio metabdlico en moscas adultas macho.

A los diez dias de exposicion a HFD, previo a la intervencién TRF (“pre-TRF”), las
moscas Drosophila melanogaster presentaron mayor glucosa en hemolinfa (Fig.
3A), en comparacion con aquellas alimentadas con CD (grupo CTL). Asimismo, se
observé un mayor nivel de TAGs totales (Fig. 3B) y expresion del marcador de
resistencia a la insulina Nlaz en el grupo HFD en comparacion al grupo CTL (Fig.
3C). Ademas, las moscas mostraron una menor masa respecto a las moscas del
grupo CTL (Fig. 3D).

Por otra parte, las moscas alimentadas con HFD mostraron menor ingesta promedio
en 2 h que las moscas CTL (Fig. 3E). Sin embargo, dado que HFD tiene un 64%
mas de densidad caldrica (kcal/pL de alimento), la ingesta energética de las moscas
alimentadas con HFD fue un 6,5% mayor que las alimentadas con CD (Anexo 3).
Complementariamente, también evaluamos el impacto de HFD en la sobrevida de
las moscas. Se observé que HFD disminuy6 en 31% la vida media de las moscas
respecto al grupo CTL (Fig. 3F). En conjunto, estas observaciones confirman el
impacto negativo de HFD por 10 dias, reflejado en aumento de acumulacion de

grasas, “hiperglicemia”, resistencia a la insulina y menor vida media.
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Fig. 3. Efectos de la exposicién a HFD por diez dias en machos de Drosophila
melanogaster. Moscas macho, cepa Cantones S., fueron alimentadas por diez dias con
CD o HFD. (A) Glucosa en hemolinfa. n=45-50 animales por punto, en 3-4 experimentos
independientes. (B) TAGs totales n=5 animales por punto y 2 réplicas técnicas por punto
en 3-4 experimentos independientes. (C) Expresion relativa (RT-qgPCR) de Nlaz en cuerpo.
n = 25-30 animales por punto en 3 experimentos independientes. (D) Masa de las moscas.
n=5 animales por punto y cada punto corresponde a la masa promedio de las 5 moscas,
con 3 réplicas técnicas en 3-4 experimentos independientes por grupo. (E) Ingesta estimada
de alimento. n=4 animales por punto y 3 réplicas técnicas por punto en 3-4 experimentos
independientes por grupo. (*) representa p<0,05. Test de Mann-Whitney. (F) Curva de
sobrevida de moscas Cantones alimentadas con CD o HFD hasta su muerte. n=300

animales por grupo.
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6.2 Las moscas macho exhibieron ritmos circadianos de expresién de genes reloj y

Ccha2 alterados luego de un periodo de diez dias de HFD

Estudiamos el efecto de HFD sobre la expresion circadiana de los genes del reloj
molecular central y periférico evaluada como ritmos, y observamos que las moscas
macho expuestas a HFD por diez dias mostraron cambios en la forma de las curvas

de los ritmos circadianos en comparacion con el grupo CTL (Fig. 4 A-l).

En general, HFD por diez dias provocé una disminucion de la amplitud del ritmo de
expresion de todos los genes (Clk, Cyc, Tim, y Per) evaluados en el reloj central
(head) en comparacion con el CTL (Fig. 4A-D, Tabla 2). Ademas, se identificaron
cambios en parametro de desfase de los ciclos transcripcionales de CIk y Per (Fig.
4Ay D, Tabla 2), y visualmente se observa una fase retrasada o mas tardia en los
ritmos de CIk y Tim, mientras que se observa adelantada en Cyc (Fig. 4 A-C, Tabla
2). También se observo que los ritmos transcripcionales de los genes Clk, Cyc y Per
tuvieron un desplazamiento vertical en su curva/onda, reflejado en una disminucion

de sus mesores, indicando menor intensidad del ritmo (Fig. 4A, By D, Tabla 2).

Por otro lado, en el reloj periférico (body), en el grupo HFD comparado con el CTL,
se observo una disminucion en la amplitud del ritmo de Clk y Ccha2 y un aumento
en Per (Fig. 4E, H e |, Tabla 2). Ademas, respecto al desfase de las curvas tuvo
cambios tanto en genes activadores como represores del reloj molecular periférico.
Se produjo una fase adelantada en el ritmo de Cyc (Fig.4F) y una fase atrasada en
Tim (Fig.4G), observandose una inversion de las fases de los ritmos de Cyc y Tim
en condiciones HFD. Ademas, destaca un aplanamiento de las curvas de CIk (Fig.
4E) y de Ccha2 (Fig. 4l), en las que también se observaron cambios en el mesor, lo

gue también fue identificado en la curva de Per (Fig.4 H).
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Fig. 4. Ritmo de expresion circadiana de genes del reloj molecular central y periférico
luego de diez dias de HFD o CD en machos de Drosophila melanogaster. Ritmo de
expresion relativa evaluada a partir de RT-qPCR cada 4 h de (A) CIk, (B) Cyc, (C) Timy (D)
Per en cabezas y de (E) Clk, (F) Cyc, (G) Tim, (H) Per e (I) Ccha2 en cuerpos descabezados
de moscas alimentadas con CD (azul) o HFD (rojo) por 10 dias. *p<0,05. Test de Mann-
Whitney para comparaciones en un horario especifico. n=25-30 cabezas de moscas por
punto, 3 puntos obtenidos de una réplica técnica por horario de medicién, para cada grupo
experimental en paralelo. Cada punto o cuadrado representa la media, y las barras, su
respectiva desviacién estandar. La zona en color gris indica la fase de oscuridad (noche,
luces apagadas). El eje X inferior muestra la hora cronolégica local (CT) y el eje X superior

la equivalencia en hora Zeitgeber (ZT).
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Tabla 2. Parametros del ritmo circadiano de expresion de genes activadores y
represores del reloj molecular central y periférico en moscas macho alimentadas
con CD (grupo CTL) o HFD por diez dias.

Reloj Central Reloj Periférico
Clk CTL HFED [Clk CTL | HFD
Amplitud (veces de cambio) # 0,37 | 0,65* | Amplitud (veces de cambio) 0,66 | 0,08*
Desfase (h) -4:53 | 3:54 * | Desfase (h) 1:52 | -1:52*
?;Aaerﬁgiro? baseline (veces de 1,28 | 0,83* [Mesor o baseline (veces de cambio) | 1,15 | 0,15*
Cyc CTL HFD |[Cyc CTL | HFD
Amplitud (veces de cambio) 1,04 | 0,61* [Amplitud (veces de cambio) 0,43 | 0,35
Desfase (h) 1:18 - Desfase (h) 2:08 [ -5:16*
!\;/Iaen?giroc)) baseline (veces de 1,84 | 0,93* |Mesor o baseline (veces de cambio) | 1,05 | 0,97
Tim CTL HFD |[Tim CTL | HFD
Amplitud (veces de cambio) 1,45 | 0,41* [ Amplitud (veces de cambio) 1,04 | 0,88
Desfase (h) - 2:15 |Desfase (h) 19:08| 18:58
gﬂaenfgiroc)) baseline (veces de 1,56 | 1,74* |Mesor o baseline (veces de cambio) | 1,68 | 1,55
Per CTL HFD |Per CTL | HFD
Amplitud (veces de cambio) 1,71 | 0,73* | Amplitud (veces de cambio) 0,91 | 2,98*
Desfase (h) -17:27 | -2:06* | Desfase (h) 0:11 | 0:34*
gﬂaerﬁgiro()) baseline (veces de 2,56 | 1,79* |[Mesor o baseline (veces de cambio) | 1,41 | 2,14*
*indica >20% de cambio en el Ccha2 CTL | HFD
parametro comparado con la condicion CTL. Amplitud (veces de cambio) 0,26 | 0,11*
Desfase (h) 1:.06 | 0:27*
#\Veces de cambio del gen evaluado respecto del
gen housekeeping en comparacion a una muestra | Mesor o baseline (veces de cambio) | 0,89 | 1,63*
CTL de las 08:00 h.
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6.3 Efectos de la intervencién TRF en moscas macho con dafo metabdlico y

resistencia a la insulina que contintlan en HED.

Respecto al primer objetivo especifico de la presente Tesis (evaluar el efecto de
TRF de 12 h sobre marcadores de acumulacion de grasas), se obtuvo que en el
grupo HFD/TRF no se presentd el aumento de los TAGs totales observado en
HFD/AL (Fig. 5A). Este efecto no es atribuible a un eventual menor volumen de
ingesta de alimento (o ingesta energética), ya que no existen diferencias respecto a
la ingesta de las moscas en HFD/AL (Fig. 5B, anexo 4).

Con relaciébn al segundo objetivo, en el que se evaluaron marcadores del
metabolismo energético y resistencia a la insulina, no observamos diferencias entre
el grupo con régimen TRF respecto a la condicién AL en glucosa circulante, tanto
en condiciones habituales de disponibilidad de alimento, como después de un ayuno
nocturno de 12 h (Fig. 5C). Sin embargo, se observé un menor nivel de expresion
relativa de ARNm de Nlaz en el grupo HFD/TRF, (Fig. 5D). También, las moscas
HFD/TRF tuvieron menor masa corporal que las HFD/AL (Fig. 5E), lo que
posiblemente corresponda a menor masa adiposa. Por otro lado, las moscas
HFD/TRF no presentaron diferencias en el peso promedio comparado con el grupo
CTL a los 17 dias (datos no mostrados), lo que permite especular que las moscas

HFD/TRF perdieron peso.
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Fig. 5. Impacto del régimen de alimentacion TRF sobre parametros metabélicos en moscas
mantenidas en HFD. (A) Triglicéridos totales. n=5 animales por punto y 2 réplicas técnicas por punto
en 4 experimentos independientes. (B) Ingesta estimada de alimento. n=4 animales por punto y 3
réplicas técnicas por punto en 3-4 experimentos independientes por grupo. (C) Glucosa en hemolinfa.
n=45-50 animales por punto, en 3 experimentos independientes. Los simbolos grises representan
mediciones tomadas entre las 8:00 a 9:00 hrs en condiciones de disponibilidad de alimento. Los
simbolos negros representan la medicién luego del ayuno de una noche. Letras distintas indican
p<0,05 Test de Kruskal Wallis y Test de comparaciones multiples de Dunn. (D) Expresion relativa
(RT- gPCR) de Nlaz en cuerpo. n= 25-30 animales por punto en 3 experimentos independientes. (E)
Masa de moscas HFD. n=5 animales por punto y cada punto corresponde a la masa promedio de
las 5 moscas, con 3 réplicas técnicas en 3-4 experimentos independientes por grupo. *p<0,05. Test

de Mann-Whitney.
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6.4 Efecto de TRF en el ritmo circadiano de expresion de genes del reloj molecular

central vy periférico y de Ccha2 en moscas alimentadas con HFD

Concerniente al tercer objetivo especifico de este estudio, se evaluo6 el impacto del
régimen TRF sobre el ritmo circadiano de transcripcion (niveles de ARNm) de CIk,
Cyc, Timy Per, y del neuropéptido Ccha2 en moscas previamente sometidas a HFD
por diez dias y que continuaron con una alimentacion HFD (Fig. 6A-1). Observamos
al final de la intervencion HFD/TRF (“Post-TRF”), a nivel central (Head) una mayor
amplitud en el ritmo de expresion de Clk y aumento en su mesor (Fig. 6A, Tabla 3).
Sin embargo, al comparar los valores finales (post intervencion) en ambos grupos
con los ritmos de moscas CTL de la misma edad (que nunca consumieron HFD), se

identific6 una menor amplitud para todos los genes (Tabla 3, anexo 5y 6).

En cuanto al reloj periférico (body), se observd en general una menor amplitud de
los ritmos circadianos de expresion en el grupo HFD/TRF (Fig. 6E-l, Tabla 3) y
también cambios en el desfase del ciclo, comparados con el grupo HFD/AL. En los
ritmos de Cyc (Fig. 6F), Tim (Fig. 6G) y Per (Fig. 6H) se observé una fase mas
adelantada, en comparacion HFD/AL. En cambio, el ritmo transcripcional de Ccha2
mostro una fase mas tardia respecto a la condicion AL (Fig. 61). Los cambios en los
desfases de las curvas de los genes reloj periférico y Ccha2 en el grupo HDF/TRF
no exhibieron un Unico efecto de la intervencién. Es decir, encontramos tanto
aumento como disminucion del tiempo de desplazamiento de las fases (Tabla 3).
También, se identificaron mesores mas bajos en las curvas de Clk, Tim, Per y
Ccha2.

Por otro lado, en comparacion con los ritmos CTL de la misma edad, ambos grupos
HFD presentaron mesores distintos a las de moscas CTL, siendo mas altos o bajos
en los distintos ciclos transcripcionales evaluados (Anexo 6). Adicionalmente, los
peaks de expresion de los genes Clk y Tim se observaron en fases del dia opuestas
a las exhibidas en los ritmos del grupo CTL; encontrandose el peak de Clk en la fase
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de oscuridad (noche) (Fig. 6E) en los grupos HFD y en la fase luminosa (dia) en el

CTL (Anexo 5E, G), mientras que se observa lo opuesto en el ciclo de Tim (Fig. 6G,

Anexo 5G).
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Fig. 6. Efecto de una semana de TRF sobre el ritmo de expresién circadiana de genes
del reloj molecular central y periférico y de Ccha2 en moscas alimentadas con HFD.
Ritmo de expresion relativa evaluada por RT-gPCR cada 4 h de (A) CIk, (B) Cyc, (C) Timy
(D) Per en cabezas de moscas (medicién Post-TRF) y de (E) CIk, (F) Cyc, (G) Tim, (H) Per
e (1) Ccha2 en cuerpos descabezados. *p<0,05. Test de Mann-Whitney para comparaciones
en un horario especifico. n=25-30 cabezas de moscas por punto, 3 puntos obtenidos de
una réplica técnica por horario de medicién, para cada grupo experimental en paralelo.
Cada cuadrado representa la media, y las barras, su respectiva desviacion estandar. La
zona en color gris indica la fase de oscuridad (noche, luces apagadas). El eje X inferior

muestra la hora local (CT) y el eje X superior la equivalencia en hora Zeitgeber (ZT).
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Tabla 3. Parametros del ritmo circadiano de expresion de genes clock activadores

y represores del reloj molecular central y periférico en moscas alimentadas con

HFD.
Reloj central Reloj periférico
Clk HFD/AL [HFD/TRF | Clk HFD/AL |HFD/TRF
Amplitud « | Amplitud
(veces de cambio) * 011 0.17 (veces de cambio) 23,87 2341
Desfase (h) -3:55 -2:24* | Desfase (h) 2:17 2:06
Mesor o baselln_e 0.27 0.37* Mesor o baselmg 16,58 5.96*
(veces de cambio) (veces de cambhio)
Cyc HFD/AL |HFD/TRF |Cyc HFD/AL |HFD/TRF
Amplitud Amplitud
(veces de cambio) 0.25 0,29 (veces de cambhio) 033 0,22
Desfase (h) - - Desfase (h) 0:02 -4:42 *
Mesor o baseline Mesor o baseline
(veces de cambio) 0.5 054 (veces de cambio) 083 0.6
Tim HFD/AL [HFD/TRF [ Tim HFD/AL |HFD/TRF
Amplitud Amplitud .
(veces de cambio) 2,88 2,39 (veces de cambio) 2,24 1,19
Desfase (h) 6:58 6:52 |Desfase (h) 2:08 -7:38*
Mesor o baselm_e 3.83 352 Mesor o baselln_e 22 0.99*
(veces de cambio) (veces de cambio)
Per HFD/AL | HFD/TRF | Per HFD/AL |HFD/TRF
Amplitud Amplitud *
(veces de cambio) 1,89 1,14 (veces de cambio) 1,88 1,14
Desfase (h) 3:35 -0:22* | Desfase (h) -3:35 0:20 *
Mesor o baselme 3.07 2.19% Mesor o basellng 3.09 2.10%
(veces de cambio) (veces de cambio)
* Indica >20% de cambio en el parametro Ccha2 HFD/AL |HFD/TRF
comparado con la condicion AL. Amplitud 047 0 23*
(veces de cambio) ' '
#*Veces de cambio del gen evaluado respecto del |Desfase (h) 5:04 -2:45*%
gen housekeeping en comparacion a una muestra Mesor o baseline
CTL de las 08:00 h. (veces de cambio) 1,34 0,7*
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6.5 Efecto de TRF en moscas macho con dafio metabdlico v resistencia a la insulina

alimentadas con CD

Al evaluar el contenido de triglicéridos totales de moscas macho previamente
sometidas a HFD y que durante la intervencion TRF (o AL) se cambiaron a una
alimentacion con CD, no se identificaron diferencias entre el grupo TRF y AL (Fig.
7A). Por otro lado, observamos que el grupo CD/TRF mostr6 un menor nivel de
glucosa en hemolinfa en comparacion con el grupo CD/AL (Fig. 7B), lo cual no
puede ser explicado por la cantidad de alimento ingerido en los grupos, pues
CD/TRF presenté mayor consumo de alimento que el grupo CD/AL (Fig. 7C y
Anexo 4).

Consistentemente con lo observado en los niveles de glucosa circulante, el grupo
TRF mostré menores niveles de expresion de Nlaz en comparacién con el grupo AL
(Fig. 7D). El grupo TRF mostré también menor masa respecto a la condicion AL
(Fig. 7E).

Los valores promedio de las variables de glucosa circulante, TAGs totales y peso

de los grupos experimentales post-TRF y sus porcentajes de cambios se encuentran

en el Anexo 7.

49



I
v

& | UNIVERSIDAD DE CHILE

B Instituto de Nutricidn y Tecnologia de los Alimentos
INta | vector Fernandeo Monckeberg Barros

A ) 2000 c
3 7 0.08- *
2 12- T 1e00d @ a 0o
S E ° °
@ 107 o o b 0.06 - °
= £ 12001 o
87 '% Y ole 22 52
Q ol © 0 o E =
%) - 800 = £ - °
-4 6 * 3 e %5 =< 004 e S
O 4+ =] o 83
c ® 400 e
= 2- 0.02
= .
“6 0 0 1 1 1
- 1 1 . S Qg
v \a &7 &
Q\V‘ ‘gqg 00\ ;@@\\ 00\ 0.00 T T
o R \ad &
(@)
*
D @ E 124  —
— (]
5 *
5 %07 1.0 o g
kv : > $le.
Z 154 5 087 "%’
c £ .
8 o — 0.6 S
g 1.0+ = . °
[=2]
‘5_ . ‘© 0.4+
3 0.5- =
o o 0.2
=
5 o.o-—,—,—(< 0.0 : :
Q 2
\a & N
(@) c,o

Fig. 7. Impacto del régimen de alimentacion TRF sobre parametros metabdlicos en moscas
previamente alimentadas con HFD que fueron cambiadas a una alimentacion CD. (A)
Triglicéridos totales. n=5 animales por punto y 2 réplicas técnicas por punto en 3-4 experimentos
independientes. (B) Glucosa en hemolinfa. n=45-50 animales por punto, en 3 experimentos
independientes. Simbolos grises representan mediciones tomadas entre las 08:00 - 09:00 hrs en
condiciones de disponibilidad de alimento. Los simbolos negros representan la medicion luego del
ayuno de una noche. Letras distintas indican p<0,05 Test de Kruskal-Wallis y Test de comparaciones
multiples de Dunn. (C) Ingesta estimada de alimento. n=4 animales por punto y 3 réplicas técnicas
por punto en 3-4 experimentos independientes por grupo. (D) Expresion relativa (RT-gPCR) de Nlaz
en cuerpo. n=25-30 animales por punto en 3 experimentos independientes. (E) Masa de las moscas.
n=5 animales por punto y cada punto corresponde a la masa promedio de las 5 moscas, con 3

réplicas técnicas en 3-4 experimentos independientes por grupo. *p<0,05. Test de Mann-Whitney.
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6.6 Efectos de TRF en el ritmo circadiano de expresidon genes del reloj molecular

central y periférico y de Ccha2 en moscas macho con dafo metabdlico y resistencia

a la insulina que fueron cambiadas a CD

La evaluacion de los ritmos de expresion de CIk, Cyc, Tim y Per en cabeza de
moscas, como reflejo del reloj central (Head), mostré mas de un efecto de TRF sobre
los pardmetros evaluados, en comparaciéon con el grupo AL. El ritmo de
transcripcion del grupo con régimen TRF mostré menor amplitud en Clk y una fase
mas tardia en comparacion a las moscas con alimentacién AL (Fig. 8A, Tabla 4),
mayor amplitud de Cyc, que también mostro una fase mas tardia y un mayor mesor
(Fig. 8B, Tabla 4), una mayor magnitud de desfase de Tim (Tabla 4) y menor
amplitud y mesor en el ritmo de Per respecto a lo observado en el grupo AL (Fig.
8D, Tabla 4).

En cuanto al reloj periférico (body), Clk mostré un ritmo con mayor amplitud y una
fase mas adelantada en comparacion con CD/AL, cuya curva muestra un
aplanamiento del ritmo (Fig. 8E, Tabla 4). También se observa un aumento de la
amplitud en el ritmo de Tim y Per en moscas con intervencion TRF en comparacion
al grupo AL (Fig. 8G y H, Tabla 4). En el ritmo de Per también se observo una fase
mas tardia y una mayor magnitud de desfase en el grupo CD/TRF comparado con
CD/AL (Fig. 8 H, Tabla 4). Por otro lado, en base a nuestros datos transcripcionales,
no se observa un ritmo circadiano para el gen Ccha2 en la condicién TRF (Fig. 8l,
Tabla 4), lo cual posiblemente puede estar reflejado en la mayor ingesta observada
en CD/TRF (Fig. 6E).

Al comparar los valores de ambos grupos CD (AL y TRF) con los ritmos de moscas
CTL, se identific6 una menor amplitud en los ritmos del gen Clk del reloj central (Fig.
8A, Anexo 5A, Tabla 4). No obstante, al realizar la Prueba-F, se determiné que no
habia un ritmo para la expresion temporal de Cyc en cabeza y cuerpo en las
muestras obtenidas de moscas CTL (Anexo 5B y F, Tabla 4).
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Fig. 8. Efecto de una semana de TRF en el ritmo de expresion circadiana de genes del
reloj molecular central y periférico y de Ccha2 en moscas previamente alimentadas
con HFD que fueron cambiadas a una alimentacion CD. Ritmo de expresion relativa
evaluada por RT-gPCR cada 4 h de (A) Clk, (B) Cyc, (C) Tim y (D) Per en cabezas de
moscas (mediciones Post-TRF) y de (E) Clk, (F) Cyc, (G) Tim, (H) Per e (I) Ccha2 en
cuerpos descabezados. *p<0,05. Test de Mann-Whitney para comparaciones en un horario
especifico. n=25-30 cabezas de moscas por punto, 3 puntos obtenidos de una réplica
técnica por horario de medicion, para cada grupo experimental en paralelo. Cada punto o
cuadrado representa la media, y las barras, su respectiva desviacion estandar. La zona en
color gris indica la fase de oscuridad (noche, luces apagadas). El eje X inferior muestra la

hora local (CT) y el eje X superior la equivalencia en hora Zeitgeber (ZT).
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Tabla 4. Parametros del ritmo circadiano de expresion de genes clock activadores

y represores del reloj molecular central y periférico en moscas alimentadas con HFD

gue luego fueron cambiadas a una alimentacion CD.

Reloj central Reloj periférico

Clk CD/AL | CD/TRF |CIk CD/AL | CD/ITRF
Amplitud = 0,65 | 026 |Amplitud 065 | 567"
(veces de cambio) (veces de cambio)
Desfase (h) 0:45h | 17:36* |Desfase (h) - 2:28
Mesor o basell_ne 0.6 0.36* Mesor o basell_ne 178 4.6*
(veces de cambio) (veces de cambio)
Cyc CD/AL | CD/TRF |Cyc CD/AL | CD/ITRF
Amplitud _ 0.26 0.73* Amplitud _ 038 0.29*
(veces de cambio) (veces de cambio)
Desfase (h) -3:42 3:44 | Desfase (h) -17:31 29,72
Mesor o basell_ne 0.59 0.78* Mesor o basell_ne 093 0,55+
(veces de cambio) (veces de cambio)
Tim CD/AL | CD/TRF | Tim CD/AL | CD/ITRF
Amplitud Amplitud .
(veces de cambio) 2,04 2.3 (veces de cambio) 1,35 3.2
Desfase (h) 0:30 2:36* |Desfase (h) -0:06 0:41*
Mesor o basell_ne 2.32 272 Mesor o basell_ne 117 2 30%
(veces de cambio) (veces de cambio)
Per CD/AL | CD/TRF |Per CD/AL | CDITRF
Amplitud « |Amplitud .
(veces de cambio) 3,84 1.3 (veces de cambio) 2,18 3,89
Desfase (h) - - Desfase (h) -2:03 -5:46*
Mesor o basell_ne 401 2.2 Mesor o basell_ne 34 7.93
(veces de cambio) (veces de cambio)
*Indica >20% de cambio en el parametro Ccha2 CD/AL | CD/TRE
comparado con la condicion AL.
*Veces de cambio del gen evaluado|Amplitud 148 3
respecto del en housekeepin en (veces de cambio) ’

P d ping Desfase (h) 1:13 i
comparacion a una muestra CTL de las .

Mesor o baseline 205 i

08:00 h. (veces de cambio) ’
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7. Discusion

En el marco del planteamiento de nuestra hipétesis, que proponia que: “Un régimen
TRF de 12 h por una semana contribuye a revertir la disfunciéon metabdlica y la
alteracion del ciclo circadiano central y/o periférico, en comparacion con
alimentacion Ad Libitum (AL), en moscas machos previamente alimentadas con
HFD por 10 dias que contintan con HFD o cambian a CD”, podemos sefialar que
se cumple parcialmente pues nuestros resultados muestran una mejoria en algunos
pardmetros metabdlicos en HFD/TRF o CD/TRF y mayor amplitud de ciclos de
transcripcion de algunos genes, especialmente del reloj periférico en HFD/TRF o
CDI/TRF, siendo mas frecuente el hallazgo en este ultimo grupo. Por lo tanto, existe
la posibilidad de que la causa de las mejoras vistas en indicadores de acumulacion
de grasas, glicemia y resistencia a la insulina se asocie a la reversion del desajuste
molecular circadiano producido por HFD. A pesar de que no fue estudiada la
causalidad de manera directa en el presente trabajo, existen antecedentes en la
literatura que apoyan esta idea. Se ha descrito que TRF contribuiria a restaurar la
salud metabdlica aun en presencia del silenciamiento de la expresion de genes
clock y de HFD, y que los ratones que se alimentan AL, con esta misma mutacion,

exhiben obesidad, sindrome metabdlico y disminucion de la sobrevida (18).

En nuestro conocimiento, a la fecha no hay trabajos publicados en modelos
animales en los que se haya evaluado el impacto de TRF sobre ciclos circadianos
moleculares con una disrupcion ya establecida por HFD (punto inicial). En conjunto,
los hallazgos metabolicos y en indicadores moleculares de ciclos circadianos nos
permitieron corroborar que previo a la intervencion TRF, disponiamos de un modelo
gue exhibia caracteristicas de dafio metabdlico y resistencia a insulina, y de
disrupcién de los ciclos circadianos a nivel molecular, Utiles para poder poner a
prueba nuestra hipotesis. Las caracteristicas metabolicas presentadas por el

modelo animal luego de diez dias de HFD se encuentran dentro de las reportadas
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por Musselman et. Al (32), y descritas en numerosos trabajos que han buscado
establecer dafio metabdlico u obesidad inducida por dieta para estudiar diversas
variables de interés en moscas (29) (45) (46) (15). Asimismo, los desajustes
observados en los ritmos transcripcionales de genes reloj y del neuropéptido
orexigénico Ccha2 coinciden también con el dafio inducido por HFD descrito en
ratones (menor amplitud), sin embargo, en dichos estudios no se efectué un Analisis

Cosinor detallado de los ritmos circadianos (17) (24).

La alimentacién con HFD (5% aceite de coco) por diez dias redujo en un 31% de la
vida media de las moscas macho respecto a la misma cepa alimentada con CD.
Consistente con esto, Cormier et al (47), describieron una reduccién del 51% de la
vida media de moscas macho alimentadas con HFD (20% aceite de coco) en
moscas cultivadas en condiciones ambientales similares a las efectuadas en este
trabajo de tesis. Otros estudios en moscas tipo silvestres mostraron una reduccion
del 28% condiciones HFD 10%, y de un 35% y 50% de vida media en condiciones
HFD 20% aceite de coco respectivamente (48) (45). A pesar de que la concentracion
de materia grasa usada en nuestro disefio fue menor, igualmente observamos el
efecto deletéreo de HFD en la sobrevida de las moscas macho, lo que se reflejo
también en mayores niveles de glucosa circulante, mayor expresion del marcador
de resistencia a la insulina, y mayores niveles del marcador de la acumulacion de

grasas.

Las moscas macho alimentadas con HFD por diez dias mostraron menor amplitud
del ritmo circadiano transcripcional de algunos genes del reloj central y periférico,
en comparacion al grupo CTL. Lo anterior, se asemeja a lo encontrado por Kohsaka
et al (27) en los ritmos moleculares de Clock y BMAL1 (Cyc), en el hipotalamo (reloj
central), y en higado y tejido adiposo (relojes periféricos) de ratones. Por otro lado,
el aumento que observamos en la amplitud del ritmo de Per en el reloj periférico y
Ccha2, si bien no era esperada, coincide con lo reportado en ciclos circadianos de
transcritos de algunas enzimas del metabolismo de lipidos y de neuropéptidos en

higado e hipotalamo de ratones respectivamente (27). No obstante, los cambios que
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identificamos en amplitud y fase reflejan un desajuste de los ciclos producido por
HFD. Este hallazgo muestra que el consumo de HFD, como estimulo ambiental
mediante algin mecanismo no estudiado en este trabajo, es capaz de perturbar las
oscilaciones o ciclos circadianos no solo de los tejidos periféricos (como intestino,
tejido adiposo e higado) sino también a nivel central, a pesar de recibir
adecuadamente el Zeitgeber de luz, que es el principal sincronizador ambiental en

los seres vivos.

La intervencion TRF se asocio a cambios en los ritmos circadianos en el reloj central
en el grupo HFD, aumentando la amplitud y el mesor del ritmo de CIk, lo que refleja
un aumento en la intensidad del ritmo en comparacion a la condicién AL y un
impacto de un estimulo periférico (régimen de alimentacién TRF) sobre la regulacion
central del ritmo molecular de transcripcion de CIk. Por otro lado, en el reloj periférico
se encontré una menor amplitud en HFD/TRF comparado con la condicion AL, lo
cual estd asociado a cambios en la fase del ciclo. Respecto del grupo CTL de
referencia (no incluido en la hipétesis de investigacion), es posible identificar que
ambas condiciones HFD mostraron una menor amplitud del ritmo que las exhibidas
por moscas no intervenidas de la misma edad. Este resultado fue inesperado y
contrasta con lo reportado por Hatori et al (28) en su intervencién TRF en ratones
alimentados con HFD, en los que se mostré que TRF aumentaba la amplitud de los
ritmos de expresion génica respecto al grupo con la misma alimentacion, pero en
condiciones AL. No obstante, una diferencia importante en el disefio es el punto
inicial de los experimentos, ya que en dicho estudio usaron ratones sanos
metabolicamente, a los que se les incorporé una HFD en el tiempo, paralelo a un
régimen TRF o AL. Esto significa que el dafio metabdlico inducido por la dieta se
producia de manera gradual, y el efecto benéfico de TRF corresponde a una
prevencion de la disrupcion circadiana, especificamente de una menor amplitud, y
no a una reversion, que fue el enfoque de estudio en este trabajo de tesis. Ademas,
al comparar los pardmetros de los ritmos de moscas HFD (TRF y AL) con los del

grupo CTL (nunca intervenidas), se identifica una menor amplitud en ambos grupos
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en todos los genes (reloj y ccha2), lo que puede ser atribuible al dafio ocasionado
por HFD previo a la intervencion. En este sentido, es también posible que la
extension de la intervencion TRF haya sido acotada y en consecuencia no se

alcanzaran a restaurar los parametros ritmicos del ciclo.

Concerniente al efecto metabdlico de TRF sobre moscas que estuvieron
permanentemente expuestas a HFD, destaca un menor contenido de TAGs totales
(marcador de acumulacion de grasas), en comparacion con HFD/AL, lo que ha sido
también descrito por otros autores, en modelos murinos. En dichos estudios, una
HFD proporcionada con un régimen TRF previno o atenud, respectivamente, la
ganancia de peso y masa grasa en ratones (18) (28). La menor acumulacion de
grasas que observamos en nuestro estudio no pudo atribuirse a cambios en la
ingesta caldrica de los animales, ya que no hubo diferencias en el consumo entre
los regimenes TRF y AL, lo cual también fue observado en ratones por Hatori et al
(28). Asimismo, Villanueva et al (15), describié que moscas alimentadas con HFD
(5% aceite de coco) y TRF mostraron menor contenido de triglicéridos ajustados por
proteina del insecto, y también una menor area promedio de las gotas lipidicas,
ademas de prevenir ganancia de peso. Este ultimo hallazgo coincide con lo
observado en este trabajo de tesis respecto del menor peso en las moscas
HFD/TRF comparado con HFD/AL, que podria deberse al menor contenido de TAGs
totales hallado en los animales. Esto es relevante, dado que una mayor acumulacion
de TAGs es condicion caracteristica de la obesidad y esta frecuentemente asociada
a una reduccién de la esperanza de vida, no solo en Drosophila, sino también en
humanos (49). Por lo tanto, una disminucién en el contenido de TAGs totales

eventualmente podria favorecer la sobrevida del animal.

Por otro lado, en el presente estudio no se produjo una reducciéon de los niveles de
glucosa circulante en HFD/TRF respecto a HFD/AL contrario a lo reportado en otros
trabajos. Esto podria deberse a un plateau en el aumento de la glucosa en respuesta

a la dieta hipercalorica, y en el caso de TRF, es posible que la duracién de la
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intervencién no haya sido suficiente para alcanzar una reduccion en glicemia, en
animales que tienen un dafio metabdlico inicial. Otra posibilidad es que puedan
haberse presentado niveles mas bajos de glucosa circulante en moscas con
HFD/TRF en un horario distinto, dado que el control glicémico puede variar durante
el dia. No obstante, se presentaron beneficios en el marcador de resistencia a la
insulina Nlaz en el grupo HFD/TRF, lo que también ha sido reportado en un estudio
similar (15). Por lo tanto, un menor marcador de resistencia a la insulina en
HFD/TRF, observado en nuestro estudio, podria reflejar un estadio temprano de
recuperacion de la sensibilidad a la insulina, que aun no ha cursado hacia un
aumento sustancial de la captacién de glucosa que se refleje en menores niveles
de glucosa circulante. De este modo, estos resultados sugieren un efecto positivo
de TRF en moscas que inician la intervencion con dafio metabdlico y resistencia a
la insulina, a pesar de ser mantenidas en HFD, lo cual es relevante dado el grado
de complejidad biologica que representa una mejora o reversion de un dafio ain en

presencia de la noxa ambiental.

Respecto del efecto de TRF en moscas macho con disfuncién metabdlica inducida
por HFD que luego recibieron alimentacion CD, no se encontré diferencia en el
contenido de triglicéridos totales, sin embargo, presentaron un menor peso. Este
hallazgo contrasta con la literatura, pues en el estudio de Hatori et al, se observo
gue ratones que se alimentaban con dieta estandar, AL o TRF no tenian cambios
en la composicion de grasa ni en el peso (17). No obstante, como se ha mencionado
anteriormente, el punto inicial de este trabajo de tesis corresponde a animales con
disrupciéon metabdlica, por lo que la comparacion con los hallazgos referenciados
debe ser cautelosa. Por otro lado, observamos que TRF en condiciones de CD
mostro en efecto benéfico en el control metabdlico de la glucosa, lo que no se asocid
a una menor ingesta, y se reflejé también en la menor expresion de Nlaz, sugerente
de menor resistencia a la insulina. Cabe destacar que el hallazgo en niveles de

glucosa circulante contrasta con lo observado en el grupo que continué en
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condiciones HFD, en donde el grupo intervenido con TRF no mostr6 cambios en
respecto al grupo HFD/AL, por lo que se podria especular que la reduccion de este
indicador (glucosa) en CD/TRF comparado con CD/AL, corresponde a un efecto
combinado de TRF y del cambio a una dieta estandar (CD). Por lo tanto, estas
observaciones refuerzan la idea de un efecto positivo de TRF sobre la homeostasis
del metabolismo de glucosa, especialmente cuando las moscas macho previamente

sometidas a HFD cambian a una alimentacion CD.

La evaluacién de los ritmos de expresion de los genes activadores y represores del
reloj molecular del grupo CD, similar a lo encontrado en HFD, mostré que las
moscas macho alimentadas con CD/TRF tuvieron diferentes parametros de
amplitud y de forma en las curvas, sin resultar en un efecto unico de mayor o menor
amplitud y fase. El resultado esperado era una mayor amplitud de todos los ciclos,
dado que en condiciones iniciales de dafio metabdlico existe una atenuacion de
dicho parametro (17). Esto se pudo observar en algunos de los ritmos, como el de
Cyc a nivel central y de Clk, Tim y Per a nivel periférico. En este contexto, en el
grupo CD se observd un efecto benéfico mas claro de TRF revirtiendo el
aplanamiento o pérdida del ritmo transcripcional. Esto podria reflejar que el impacto
positivo de TRF en el ajuste de ritmos circadianos, reportado en la literatura, pudiera
ser potenciado en presencia de un cambio dietario. Sin embargo, en ninguna de las
condiciones alimentarias en las que se mantuvieron las moscas con disfuncion
metabdlica (CD o HFD) y se intervinieron con régimen TRF de 12 hrs por una
semana, se presentd una completa reversiéon del desajuste en los ritmos de
expresion de los genes reloj y de Ccha2. Como ya se ha sefalado, es posible que
una mayor extension de la intervencion TRF nos hubiese permitido observar un
mayor grado de reversion, tanto de los desajustes en los ciclos circadianos
transcripcionales como de marcadores metabdlicos (masa, TAGs totales, glucosa

circulante y Nlaz).
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Hemos identificado oportunidades de mejora en la metodologia de este trabajo.
Entre ellas destaca la toma de muestras de cabeza y cuerpos descabezados cada
4 horas para el analisis de la expresion de los transcritos de los genes de interés.
En la construccion de las curvas de los ritmos circadianos, habria sido deseable
contar con al menos un punto adicional, justo a las 24 h cronologicas después del
primer horario de recoleccion de muestras, o aun mejor obtener muestras durante
48 h consecutivas, ya que permitiria evaluar los cambios en los ritmos de manera
mas clara y robusta. También, si el recurso humano y de insumos lo permitieran,
seria interesante la obtencién de datos de glicemia cada 4 horas para evaluar su

ritmo circadiano, ademas de los ritmos circadianos moleculares.

Una limitacion del disefio del presente estudio corresponde a que fue realizado solo
en moscas macho, decision tomada fundamentalmente para controlar las variables
bioldgicas asociadas al ciclo reproductivo en moscas hembra. Sin embargo, dado
que se observo un beneficio parcial de TRF en machos, esto da pie para evaluar el
efecto en hembras, incorporando un mayor grado de variabilidad y complejidad
bioldgica. En un estudio recientemente publicado en ratas, se describié que a pesar
de que se observaron diferencias dependientes del sexo en el almacenamiento y
distribuciéon de grasa, TRF mejor6 los pardmetros metabdlicos tanto en machos

como en hembras (43).

Entre las proyecciones que se pueden realizar a partir de este trabajo de tesis,
destaca el potencial benéfico de TRF para la salud cardiometabdlica. Lo anterior es
especialmente Util en presencia de resistencia a la insulina y de un aumento de
tejido graso. Esta es una condicidn fisiopatoldgica que se asocia a la incidencia de
enfermedades crénicas no transmisibles y otras patologias que tienen como
plataforma la insulinoresistencia, por ejemplo, el sindrome de ovario poliquistico. En
este sentido, este trabajo puede contribuir a sentar bases para expandir el
conocimiento sobre el potencial terapéutico de TRF en moscas, incorporando
herramientas genéticas y metodoldgicas que permitan explorar mecanismos

asociados a los resultados expuestos. Dichos estudios permitirian profundizar sobre
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los procesos bioldgicos y fisioldgicos/fisiopatoldégicos compartidos con el humano, y
fortalecer el entendimiento de la conexion entre la salud en términos de reversion
de disfuncion metabdlica y del ajuste de ritmos circadianos moleculares mediante

una herramienta practica como TRF.
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8. Conclusiones

En este trabajo de tesis se determind el impacto de TRF de 12 h sobre parametros
metabolicos y marcadores del ciclo circadiano alterados en moscas macho con dafio

metabalico por dieta alta en grasa.

En base a nuestras observaciones en moscas macho con dafio metabolico por HFD,
sometidas luego a HFD o CD, podemos concluir que TRF de 12 h por una semana,
tuvo un efecto positivo sobre el contenido total de triglicéridos, marcadores de
control de la glucosa circulante, resistencia a la insulina y peso, en una o ambas
dietas. Asimismo, se observo un efecto sobre alteraciones en la amplitud de ritmos
circadianos moleculares en algunos genes, particularmente del reloj periférico en el

grupo CD.

A la luz de los resultados previamente presentados, la hipétesis de trabajo se
cumple parcialmente; el efecto de TRF mostr6 una reversion parcial de la disfuncién
metabdlica y de la cronodisrupcion de los ciclos circadianos.

Finalmente, estos antecedentes contribuyen a fortalecer la evidencia del potencial
terapéutico de TRF en la recuperacion de la homeostasis metabdlica y su vinculo
con los ritmos circadianos. Asimismo, nuestros hallazgos motivan nuevos estudios
que profundicen en estos procesos bioldgicos y sus mecanismos. La obtencién de
informacion cientifica confiable sobre la aplicacion de este esquema de restriccion
horaria de alimentacion en el enfrentamiento de la malnutriciébn por exceso permitira
una difusion responsable de informacion al publico sobre un tema de creciente

interés popular.
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Anexos

Anexo 1. Procedimiento de aplicacion de la prueba-F para determinar el
ajuste de los datos de expresion relativa de los niveles de ARNm de genes

reloj y Ccha2.

Una vez obtenidos los datos de la expresion relativa de los transcritos, sus
promedios y desviacion estandar, cada 4 horas, en un curso temporal de
aproximadamente 24 h, fueron sometidos a una funcién de tipo sinusoidal en
GraphPad Prism 9; Sine waves. A partir de dicho andlisis, se obtienen parametros
del conjunto de datos, que luego serviran para estimar el valor del estadistico F,
mencionados mas adelante. El estadistico F, perteneciente a la prueba F sirve para
determinar si el curso temporal de una variable biol6gica se comporta como un

ritmo.

En primer lugar, se identificé cual seria la prueba de hipétesis para cada conjunto

de datos analizado, la que se presenta a continuacion:

e Hipodtesis Nula (HO): No hay ritmo. La Amplitud= 0. Los datos observados no

se ajustan a una funcién sinusoidal.

e Hipdtesis alternativa (H1): Existe un ritmo. La amplitud es > 0. Los datos

observados se ajustan a una funcién sinusoidal.

La hipétesis nula se rechaza cuando F estadistico es mayor al Valor F critico
obtenido en la tabla de distribucion F. Por lo que el siguiente paso consistidé en

estimar los valores de F critico para cada conjunto de datos.

El F estadistico se obtiene con relacion a la suma de cuadrados (MSS) y la suma

de residuos cuadrados (RSS) del modelo sinusoidal:

F= (MSS/K)/(RSS/N-K) 6
F= (MSS/2)/(RSS/N-3)
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En donde 2 y N-3 0 N-K son los grados de libertad atribuidos al modelo.
Donde K=Pardmetros del ritmo (3): Amplitud, desfase y mesor — 1; por lo tanto, K=2.
Y el error=N-K=N-3, correspondiendo N a grados de libertad.

En el software utilizado, MSS est4 indicado como “Sum of Squares (SS)” y la razén
(RSS/N-K) esté indicada como Sy.x. Por lo que el F-estadistico=((SS/2) /Sy.x).

Luego el F-estadistico es comparado con el valor F (2, N-3) obtenido de la tabla de
distribucién F para a=0.05. Cabe destacar que N también es determinado por el

software.

Para clarificar el proceso detallado anteriormente, se expone un ejemplo tomado de
los datos de expresion relativa del gen Clk pre-TRF en cabeza (luego de 10 dias de
HFD):

e S5S=9,507

e Sy.x=0,5367

e F estadistico estimado=8,86
e N=33

Se determina el valor F (2, 33-3) critico en la tabla, correspondiente a la columna 2,

fila 30 (encerrado con rojo), el cual equivale a 3,32.

En este ejemplo, el F estadistico 8,86 > F critico 3,32, por lo tanto, se rechaza la
hipétesis nula. En consecuencia, con una probabilidad de error menor al 5% es
razonable pensar que el conjunto de datos de expresién relativa en aprox. 24 del
gen Clk analizado en cabeza Pre-TRF tiene un ritmo, con una amplitud > 0, por lo

tanto, puede ser modelado como una funcion sinusoidal.
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e Tabla de Distribucion F para a=0,05:

Distribucidon F 0.05

En las columnas se encuentran los valores F que corresponden al area 0.05 a la derecha
En las columnas se encuentran los grados de libertad del numerador ~—
En los renglones se encuentran los grados de libertad del denominador e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15 20 24 30 40 60 120
1614 1995 2157 2246 2302 2340 2368 2389 2405 2419 2430 2439 2459 2480 2491 2501 2511 2522 2533
18.51 1900 1916 1925 19.30 1933 1935 1937 19.38 1940 1940 1941 1943 1945 1945 1946 1947 1948 1949
1013 955 928 912 901 894 889 885 881 879 876 874 870 B66 864 862 859 B57 855
771 694 659 639 626 616 609 604 600 596 594 591 586 580 577 575 572 569 566
661 579 541 519 505 495 488 482 477 474 470 468 462 456 453 450 446 443 440
599 514 476 453 439 428 421 415 410 406 403 400 394 387 384 381 377 374 370
559 474 435 412 397 387 379 373 368 364 360 357 351 344 341 338 334 330 327
532 446 407 384 369 358 350 344 339 335 331 328 322 315 312 308 304 301 297
9 512 426 386 363 348 337 329 323 318 314 310 307 301 294 290 286 283 279 275
10 496 410 371 348 333 322 314 307 302 298 294 291 285 277 274 270 266 262 258
11 484 398 359 336 320 309 301 295 2090 285 282 279 272 265 261 257 253 249 245
12 475 389 349 326 311 300 291 285 280 275 272 269 262 254 251 247 243 238 234
13 467 381 341 318 303 292 283 277 271 267 263 260 253 246 242 238 234 230 225
14 460 374 334 311 296 285 276 270 265 260 257 253 246 239 235 231 227 222 218
15 454 368 329 306 290 279 271 264 259 254 251 248 240 233 229 225 220 216 211
16 449 363 324 301 285 274 266 259 254 249 246 242 235 228 224 219 215 211 206
17 445 359 320 296 281 270 261 255 249 245 241 238 231 223 219 215 210 206 201
18 441 355 316 293 277 266 258 251 246 241 237 234 227 219 215 211 206 202 197
19 438 352 313 290 274 263 254 248 242 238 234 231 223 216 211 207 203 198 193
20 435 349 310 287 271 260 251 245 239 235 231 228 220 212 208 204 199 195 190
21 432 347 307 284 268 257 249 242 237 232 228 225 218 210 205 201 196 192 187
22 430 344 305 282 266 255 246 240 234 230 226 223 215 207 203 198 194 189 184
23 428 342 303 280 264 253 244 237 232 227 224 220 213 205 201 196 191 186 181
24 426 340 301 278 262 251 242 236 230 225 222 218 211 203 198 194 189 184 179
25 424 339 299 276 260 249 240 234 228 224 220 216 209 201 196 192 187 182 177
26 423 337 298 274 259 247 239 232 227 222 218 215 207 199 195 190 185 180 175
27 421 335 296 273 257 246 237 231 225 220 217 213 206 197 193 188 184 179 173
28 420 334 295 271 256 245 236 229 224 219 215 212 204 196 191 187 182 177 171
29 418 293 270 255 243 235 228 222 218 214 210 203 194 190 185 181 175 170
30 417 ﬁ 292 269 253 242 233 227 221 216 213 209 201 193 189 184 179 174 168
40 408 323 284 261 245 234 225 218 212 208 204 200 192 184 179 174 169 164 158
60 400 315 276 253 237 225 217 210 204 199 195 192 184 175 170 165 159 153 147
120 392 307 268 245 229 218 209 202 196 191 187 183 175 166 161 155 150 143 135

L= T I - T S B - P L B
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Anexo 2. Resultados de andlisis de la Prueba-F aplicada a los conjuntos de datos

de expresion relativa de los niveles de ARNm de genes reloj y Ccha2.

Head Pre-TRF Body Pre-TRF
Clk CTL HFD Clk CTL HFD
SS 25,17 | 9,507 SS 24,09 | 0,8917
Sy.X 1,295 | 0,5367 Sy.x 1,417 | 0,1696
F estadistico 9,72 8,86 F estadistico 8,50 2,63
F tabla 3,68 3,32 F tabla 3,68 3,32
¢ Rechazo HO? si si ¢ Rechazo HO? si si
Ajusta el modelo si si Ajusta el modelo si si
Cyc CTL HFD Cyc CTL HFD
SS 33,86 | 11,07 SS 4,124 9,47
Sy.x 1,502 | 0,5792 Sy.X 0,5244 | 0,5527
F estadistico 11,27 | 9,56 F estadistico 3,93 8,57
F tabla 3,68 3,32 F tabla 3,68 3,32
¢, Rechazo HO? si si ¢,Rechazo HO? si si
Ajusta el modelo si si Ajusta el modelo si si
Per CTL HFD Per CTL HFD
SS 32,82 | 28,15 SS 30,99 | 313,6
Sy.X 1,479 | 0,9236 Sy.X 1,607 | 3,181
F estadistico 11,10 | 15,24 F estadistico 19,28 | 98,59
F tabla 3,68 3,32 F tabla 3,89 3,32
¢, Rechazo HO? si si ¢, Rechazo HO? si si
Ajusta el modelo si si Ajusta el modelo si si
Tim CTL HFD Tim CTL HFD
SS 23,35 | 352,3 SS 26,34 26,1
Sy.x 1,248 | 3,267 Sy.x 1,325 | 0,9176
F estadistico 9,35 | 53,92 F estadistico 19,88 | 28,44
F tabla 3,68 3,32 F tabla 3,68 3,32
¢ Rechazo HO? si si ¢ Rechazo HO? si si
Ajusta el modelo si si Ajusta el modelo si si
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Head Post-TRF
Clk CTL | CD/AL | CD/TRF | HFD/AL | HFD/TRF
SS 49,5 | 20,18 4,858 1,355 27893
Sy.x 1,82 | 0,7821 | 0,3837 0,2027 29,07
F estadistico 13,60 | 12,90 6,33 3,34 479,76
F tabla 3,89 3,32 3,32 3,32 3,32
¢ Rechazo HO? si si si si si
Ajusta el modelo si si si si si
Cyc CTL | CD/AL | CD/TRF | HFD/AL | HFD/TRF
SS 4,1 4,64 21,54 13,39 10631
Sy.x 0,528 | 0,375 | 0,8079 0,637 17,95
F estadistico 3,88 6,19 13,33 10,51 296,13
F tabla 3,89 3,32 3,32 3,32 3,32
¢ Rechazo HO? no si si si si
Ajusta el modelo no si si si si
Per CTL | CD/AL | CD/TRF | HFD/AL | HFD/TRF
SS 48,3 398 93,27 23,23 12718
Sy.x 1,79 | 3,473 1,681 0,8391 19,63
F estadistico 13,49 | 57,30 27,74 13,84 323,94
F tabla 3,89 3,32 3,32 3,32 3,32
¢ Rechazo HO? si si si si si
Ajusta el modelo si si si si si
Tim CTL | CD/AL | CD/TRF | HFD/AL | HFD/TRF
SS 14,3 | 24,09 72,76 266,8 30558
Sy.x 0,975 | 1,278 1,485 2,844 30,43
F estadistico 7,33 9,42 24,50 46,91 502,10
F tabla 3,89 | 3,32 3,32 3,32 3,32
¢ Rechazo HO? si si si si si
Ajusta el modelo Si si Si Si si
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Body Post-TRF
Clk CTL | CD/AL | CD/TRF | HFD/AL | HFD/TRF
SS 49,5 | 20,18 4,858 1,355 27893
Sy.x 1,82 | 0,7821 | 0,3837 0,2027 29,07
F estadistico 13,60 | 12,90 6,33 3,34 479,76
F tabla 3,89 3,32 3,32 3,32 3,32
¢ Rechazo HO? si si si si si
Ajusta el modelo si si si si si
Cyc CTL | CD/AL | CD/TRF | HFD/AL | HFD/TRF
SS 4,1 4,64 21,54 13,39 10631
Sy.x 0,528 | 0,375 | 0,8079 0,637 17,95
F estadistico 3,88 6,19 13,33 10,51 296,13
F tabla 3,89 3,32 3,32 3,32 3,32
¢ Rechazo HO? no si si si si
Ajusta el modelo no si si si si
Per CTL | CD/AL | CD/TRF | HFD/AL | HFD/TRF
SS 48,3 398 93,27 23,23 12718
Sy.x 1,79 | 3,473 1,681 0,8391 19,63
F estadistico 13,49 | 57,30 27,74 13,84 323,94
F tabla 3,89 3,32 3,32 3,32 3,32
¢ Rechazo HO? si si si si si
Ajusta el modelo si si si si si
Tim CTL | CD/AL | CD/TRF | HFD/AL | HFD/TRF
SS 14,3 | 24,09 72,76 266,8 30558
Sy.x 0,975 | 1,278 1,485 2,844 30,43
F estadistico 7,33 9,42 24,50 46,91 502,10
F tabla 3,89 | 3,32 3,32 3,32 3,32
¢ Rechazo HO? si si si si si
Ajusta el modelo si si si si si
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Anexo 3. Composicion nutricional de las dietas experimentales y aporte energético
promedio consumido en un periodo de 2 h por Drosophila melanogaster previo a la
intervencion TRF (Pre-TRF).

Aporte del
: . Aporte estandar del volumen
g(ppoegfnglnetﬁ P alimento promgdio
ingerido
por mL por pL por uL
Kcal 0,703 7,E-04 1,E-04
cD Proteinas (g) 0,061 6,E-05 1,E-05
H. de C. (g) 0,112 1,E-04 2,E-05
Lipidos (g) 0,001 9,E-07 2,E-07
Kcal 1,153 1,E-03 2,E-04
Proteinas (g) 0,062 6,E-05 2,E-07
HFD 5% H. de C. (g) 0,112 1,E-04 3,E-07
Lipidos (g) 0,051 5,E-05 1,E-09
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Anexo 4. Aporte energético promedio consumido en 2 h por Drosophila

melanogaster Post-TRF en cada grupo experimental

Aporte del

volumen

promedio

ingerido por pL CTL CD/AL CD/TRF HFD/AL HFD/TRF
Kcal 4,3E-05 2,9E-05 4,0E-05 7,2E-05 7,3E-05
Proteinas (Q) 3,8E-06 2,6E-06 3,5E-06 3,9E-06 4,0E-06
H. de C. (9) 6,9E-06 4,7E-06 6,3E-06 7,0E-06 7,1E-06
Lipidos (g) 5,5E-08 3,7E-08 5,1E-08 3,2E-06 3,2E-06
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Anexo 5. Ritmos circadianos transcripcionales de genes reloj y ccha2 en moscas
CTL alos 17 dias de vida.
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Body - ccha2

Zeitgeber Time (ZT)
8 12 16 20 0 4

- CTL

0 4 8 12 16 20
Chronological Time (CT)

Relative expression ccha2/rpl19
(compared to CTL 8:00)
N w
L 1

Ritmo de expresion circadiana de genes del reloj molecular central y periférico y de
Ccha2 observados en un grupo control de moscas (CTL). Ritmo de expresién relativa
evaluada por RT-gPCR cada 4 h de (A) CIk, (B) Cyc, (C) Tim y (D) Per en cabezas de
Drosophila a los 17 dias y de (E) CIk, (F) Cyc, (G) Tim, (H) Per y (I) Ccha2 en cuerpos
descabezados. n=25-30 cabezas de moscas por punto, 3 puntos obtenidos de una réplica
técnica por horario de medicion, para cada grupo experimental en paralelo. Cada punto o
cuadrado representa la media, y las barras, su respectiva desviacion estandar. La zona en
color gris indica la fase de oscuridad (noche, luces apagadas). El eje X inferior muestra la
hora local (CT) y el eje X superior la equivalencia en hora Zeitgeber (ZT).
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Anexo 6. Pardmetros del ritmo circadiano de expresion de genes clock activadores

y represores del reloj molecular central y periférico en moscas CTL (no intervenidas)

alos 17 dias.

Reloj central

Reloj periférico

Clk CTL [Clk CTL
Amplitud (veces de cambio) 1,75 |Amplitud (veces de cambio) 1,19
Desfase (h) 6:18 |Desfase (h) 17:25
Mesor o0 baseline (veces de cambio) 2,42 | Mesor o baseline (veces de cambio) 1,52
Cyc Cyc
Amplitud (veces de cambio) - Amplitud (veces de cambio) -
Desfase (h) - Desfase (h) -
Mesor o baseline (veces de cambio) - Mesor o baseline (veces de cambio) -
Tim Tim
Amplitud (veces de cambio) 0,87 |Amplitud (veces de cambio) 1,1
Desfase (h) 4:25 |Desfase (h) 4:28
Mesor o baseline (veces de cambio) 0,83 |Mesor o0 baseline (veces de cambio) 1,14
Per Per
Amplitud (veces de cambio) 2,35 |Amplitud (veces de cambio) 1,36
Desfase (h) 3:58 [Desfase (h) 3:21
Mesor o baseline (veces de cambio) 3,55 |Mesor o baseline (veces de cambio) 2,04
Ccha2
Amplitud (veces de cambio) 0,28
Desfase (h) 0:36
Mesor o baseline (veces de cambio) 1,51

#Veces de cambio del gen evaluado respecto del gen housekeeping en comparacién a una

muestra CTL de las 08:00 h.

“““indica la ausencia de expresion ritmica del transcrito al realizar el Analisis Cosinor.
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Anexo 7. Impacto de la intervencion TRF sobre los valores promedio de glucosa

circulante, peso y TAGs totales en condiciones CD y HFD

CD/AL CD/TRF HFD/AL HFD/TRF
Glucosa promedio (mg/dL) 979 762* 635 748
SD 272 132 195 85
% cambio TRF respecto a AL -22,1 17,8
Peso promedio (mg/mosca) 0,84 0,74* 0,76 0,71*
SD 0,06 0,15 0,09 0,14
% cambio TRF respecto a AL -12,2 -6,8
TAGs totales promedio (ng/ul) 6,82 8,12 10,65 7,24*
SD 1,04 1,80 0,97 1,71
% cambio TRF respecto a AL 19,04 -32,02

*p<0,05 Test de Mann-Whitney.
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