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RESUMEN

El sistema circadiano es el encargado de modular temporalmente diversas funciones
fisioldgicas y parametros metabolicos, los genes reloj son los encargados de generar y
controlar la ritmicidad, ademas funcionan como mediadores que regulan las funciones
metabolicas. Durante los periodos criticos del desarrollo embrionario la sobre-nutricion
materna podria alterar el acoplamiento entre la regulacion cronostatica y homeostética en
diferentes tejidos asociados con la generacién ritmicidad circadiana y el desarrollo de
enfermedades metabdlicas en la edad adulta de la descendencia. Por lo que el presente estudio
determind el efecto del sobre-nutricion crénica materna por el consumo de una dieta alta en
grasas y carbohidratos, asi como el consumo directo de la misma en la descendencia de
conejos chinchilla en la edad adulta sobre la expresion de los genes reloj en osciladores
circadianos.

En el presente estudio fueron utilizados conejos obtenidos de hembras alimentadas ad libitum
con una dieta estandar (CON) o con una dieta alta en grasa y en carbohidratos (SN) previo al
apareamiento y durante la gestacion, las cuales fueron apareadas con machos alimentados
con una dieta estandar. Al nacer las crias de ambos grupos (CON y SN) fueron amantadas
por hembras nodrizas, alimentadas con alimento estandar, con esta misma dieta continuaron
las crias al destete hasta los 440 dias de edad.

Posteriormente, los conejos de ambos grupos se sometieron a un reto alimenticio durante 30
dias, para tal efecto a ambos grupos se les proporcion6 alimento estandar o alimento alto en
grasa y carbohidratos, finalmente se formaron 4 grupos experimentales: CON-CON, CON-
SN, SN-CON y SN-SN. Se registré la ingesta de alimento, el peso corporal, se caracteriz6 el
patrén temporal de los metabolitos en suero de glucosa, colesterol total, lipoproteinas de baja
y alta densidad, &cidos grasos libres y triglicéridos. Se determinaron marcadores de dafio
hepatico y la expresion de los genes Clock, Bmal, Cryly Perl en el hipotalamo e higado.

Se demostro que la influencia combinada del estado nutricional materno y el consumo de una
dieta alta en grasas en la adulta tienen efectos significativos en los niveles séricos de
diferentes metabolitos, alteraciones en la temporalidad y ritmicidad de todas las variables
metabolicas conllevando al desarrollo de hiperglucemia, hipercolesterolemia y altos niveles
de LDL y cambios en la fase de expresion de los genes reloj en el higado. Sin embargo, el
consumo directo de la dieta desequilibrada produce cambios en el comportamiento
alimenticio y en la fase y expresion del gen Cry. El factor de la programacion metabdlica
induce alteraciones en la fase y expresion del gen Perl,Clock y Bmall en el higado.

Estas observaciones indican que las alteraciones a nivel metab6lico y cronostatico de la
descendencia estan asociados a cambios en la expresion de los genes reloj en el higado, por
lo que la maquinaria molecular del reloj molecular responde de manera diferencial
dependiendo de la condicion experimental.



INDICE Pag

1. INTRODUCCION

1. SiNArome MEtabONICO......ccviiviiiiieieee e e 1
1.1 Definicidn y caracteristicas del sindrome metabolico ...........ccccovvvevveieiicceecc e, 1
2. Programacion metabolica fetal ... 2
2.1 Fisiologia del embarazo, la funcién placentaria y la relacién con la programacion
METADOTICA ... bbbttt nae bbb ne e 4
3. RItMOS DIOIOGICOS ... .ecveeeieiiieite ettt re et e e e nneenee e 7
3.1 Definicion y propiedades de 10s ritmos Circadianos ...........cccccevveiveieeieeresee s 7
3.2 Componentes del SiStema CIrCAAIAND .........c.eururiririeeieieirerirecieieiei et 11
3.3 OSCIladOres Y MArCAPASOS .....cccveveuiuiuieiiiiiiiieeistst sttt 14
3.4 Bases anatémicas y moleculares de la generacion de la ritmicidad circadiana......... 14
3.5 Aferencias del sistema circadiano en mamiferos ..........ccoccovereinineneicie e 22
3.6 Vias eferentes del sistema circadiano en mamiferos..........c.ccoovvvvernienencnesennenns 23
3.7 Osciladores periféricos en Mamiferos .........ccccocciieviiiicieeiece e 25
4. La regulacion circadiana y su interaccion en los procesos metabolicos..................... 27
4.1 El sistema circadiano y su relacion con el metabolismo de carbohidratos y lipidos...
.................................................................................................................................. 28
4.2 Alteraciones circadianas y el desarrollo de enfermedades metabdlicas..................... 29
4.3 Enfermedades metabolicas y su asociacion con la ritmicidad circadiana ................. 31

4.4 Malnutricion materna y alteraciones en la ritmicidad circadiana de la descendencia

........................................................................................................................................................... 32

5. El conejo europeo como modelo de sindrome metabOlico............ccccveviiieciciecinnne. 34
1 JUSTIFTCACION ..ottt 35
T HIPOTESIS oottt 36
IV. OBIETIVOS ...ttt e et e e e sate e e ana e e e nneeeenees 36

4.1 ODJELIVO GENETAL ....oocvvieiie et 36



4.2 ODjetivos €SPECITICOS ...viiviiiiiieieieieie et 36

V. MATERIAL Y METODOS .......coooieieieeeseeieseteeesesissssesssssesasses s sessssssessa s saneneos 37
5.1 SUJEtOS Y AlOJAMIENTO ....vecviieieiiieeee s 37
5.1.1 Obtencion y tratamiento de la desCeNdenCia .........cocvvveveveieeieieiese e 37
5.1.2 Tratamiento nutricional con alimento alto en grasas y carbohidratos en la
(0 Lo T =T g To (=T o Tod T LSRR 39
5.2 Determinacion de metabolitos en suero de la descendencia............ccoceevrererincnicnns 41
5.3 Obtencién y procesamiento de tejidos de los animales...........ccccccvvveveieiiesvsnennnne. 42
5.4.1 Marcadores bioquimicos de dafio hepéatico y andlisis histolégico de higado........ 42
5.4 EXtracCion de RNA TOtAl.........cccoiiiiiiiisececeee e 43
5.4.1 Extraccion de RNA total de hipotalamo..........ccooeiiiiiiiiiniiecseeeeee s 43
5.4.2 Extraccion de RNA total de higado.........ccccoviiieiiiiiiiiiieee e 44
5.5 Sintesis de cDNA de hipotalamo € higado .........cccooeirereiiiiniieeeee e 44
5.6 Estandarizacion de 1a RT-PCR ... 44
5.6.1 Estandarizacion de la PCR tiempo real por el método comparativo 244 en
PIPOLATAIMO ... ettt 45
5.6.2 Estandarizacion de la PCR tiempo real por el método comparativo 242 en
PIGAAOD - 47
5.7 Andlisis cuantitativo de la expresion génica por el método 222 en hipotalamo e
PIGAAOD - 47
5.8 Andlisis de datos del perfil metabOlico en SUETO ..........ccccvvveeeiciciccc e 49

VI RESULTADOS ...ttt sttt se st ne e s 50
6.1 Peso corporal previo y posterior al reto alimentiCio...........cccoevveeiiiieiiicve e 50
6.2 Ingesta de aliMENTO .........c.coieiiiiiice et 51
6.2.1 Ingesta de kilocalorias aportadas por los carbohidratos.............cccccceeveveiieiieennns 53
6.2.2 Ingesta de kilocalorias aportadas por 10s lipidoS..........ccccceevveiieiiiic i 55
6.3 Perfil metabdlico posterior al reto alimentiCio ............ccocoveviiiiiicii e 58
6.4 Marcadores bioguimicos en el higado .........c.ccccooeeiiiiiiicce e 64
6.4.1 Analisis histologico en el higado...........ccccoveieiiiiiie e 64
6.5 Expresion de genes reloj en el hipotalamo e higado ..........cccceeveiiiiiiiciccicceee 67

T DISCUSION ..ot e et e et e e et e e e et et e e et es e e e e er e e e e et ees e e, 72



STt N[0 I UL [0 ] TS 79

9. PERPECTIVAS ... s 80
10. REFERENCIAS ... s 81
11. GLOSARIO DE TERMINOS .......coiiiiiiiisiieiete et sessasee s 104

12 ANEXOS e 108



I. INTRODUCCION

1. Sindrome metabdlico
1.1 Definicion y caracteristicas del sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) se conoce al conjunto de alteraciones metabolicas como son la
obesidad central, la dislipidemia, la hiperglucemia, la hipertension arterial y la resistencia a
la insulina, las cuales son consideradas como factores de riesgo que incrementan la
susceptibilidad de desarrollar diabetes mellitus tipo 1l (DM 1I), enfermedades crénico
degenerativas y enfermedades cardiovasculares (ECV) (Kassi y cols. 2011). Esta Gltima se
cataloga como una de las enfermedades no transmisibles (ENT) mas importantes y es la
segunda causa de mortalidad en la poblacion mexicana (Soto-Estrada y cols. 2016). De
acuerdo con los criterios de diagnostico del Programa Nacional de Educacion sobre el
Colesterol, a traves del Panel de Expertos sobre Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la
Hipercolesterolemia en Adultos (ATP I11) el diagndstico del SM se establece al presentarse
tres de los cinco factores de riesgo enlistados en la Tabla 1 (Garcia-Garcia y cols. 2008 y

Lorenzo y cols. 2007).

Tabla 1. Criterios de diagnostico del Sindrome Metabélico para adultos mayores de 20 afios, de acuerdo con

ATP I
Factor de Riesgo Sexo Medidas
Obesidad abdominal Hombres

>102 cm

(circunferencia abdominal) Mujeres >88 cm
Niveles de triglicéridos Ambos >150 mg/dl
Niveles de lipoproteinas de alta Hombres <40 mg/dl
densidad (HDL) Mujeres <50 mg/dI

Presion arterial Ambos >130/>85 mm Hg

Glucosa en ayunas Ambos >100 mg/dl



El incremento en la incidencia del SM en la poblacion mexicana resulta alarmante, de
acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en el 2006, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 66.7%, donde el 42.5% tenian sobrepeso v el
24.2% obesidad, ademas se reportd que el 52.7% de mujeres mexicanas en edad reproductiva
presentan SM (Zimmet y cols. 2005 y ENSANUT, 2006). En 2012, la ENSANUT reporto la
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en mujeres adolescentes y adultas fue del
35.8% y 73%. En mujeres en edad reproductiva (20 a 29 afos) las cifras de combinadas de
sobrepeso y obesidad fueron del 30.6% y 24%, respectivamente. De acuerdo con el informe
final de los resultados de la ENSANUT (2016), la prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad en mujeres mayores de 20 afios fue de 75% (Hernandez-Higareda y cols. 2016).
Las cifras anteriores muestran la elevada incidencia de sobrepeso y la obesidad pre-
gestacional, por lo que estas condiciones pueden estar presentes en mujeres mexicanas en

edad reproductiva.

2. Programacion metabdlica fetal

La condicion nutricional materna durante el embarazo, se ha considerado un factor de gran
relevancia que se asocia con el desarrollo de obesidad y de diferentes factores de riesgo
relacionados al diagnostico del SM. Esta relacion comenzé a estudiarse desde 1980, se
conocidé como la hipétesis del fenotipo ahorrador de Barker, la cual postula que la mal
nutricion materna durante la gestacion, tiene como resultado un crecimiento fetal deficiente
y una mayor susceptibilidad en la descendencia a desarrollar diabetes tipo Il, dislipidemia e
hipertension (Barker 1989, 1992, Goudfrey y Barker 2000). Se ha demostrado que la
restriccion caldrica durante el embarazo produce en la descendencia un bajo peso al nacer,
asi como en la edad adulta presentan mayor susceptibilidad a desarrollar diabetes mellitus
tipo 11 e hipertension (Baker 1989). La sobre-nutricion materna durante la gestacion también
predispone a la descendencia a desarrollar hiperglicemia y dislipidemia (Alfaradhi y Ozanne
2011).

En roedores, la restriccion proteica durante la gestacion se ha asociado con el desarrollo de

obesidad, diabetes e hipertension arterial en la descendencia (Vickers y cols. 2011) y este
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efecto es potenciado por la ingesta de una dieta alta en grasas en la vida postnatal estos
animales presentan un menor nimero de células B-pancreéticas (Krechowec y cols. 2006).
Desai y colaboradores (2014) demostraron en ratas Sprague Dawley, que la ingesta de una
dieta alta en grasa durante la gestacion tiene un impacto en la composicion corporal de la
descendencia y el riesgo de desarrollar SM dependera del periodo de exposicion de la dieta,
ya sea durante el embarazo y/o la lactancia. Otros estudios han demostrado que la restriccion
caldrica durante la gestacion y la exposicion a una dieta alta en grasas postnatalmente se
asocia con un mayor riesgo de ECV y diabetes en la segunda generacion (F2) (Kaati y cols.
2002). En un estudio transgeneracional se observé que la desnutricion materna durante la
gestacion puede causar un incremento en la adiposidad y la intolerancia a la glucosa tanto en
la F1 y F2, ademaés de alteraciones en la funcion de los islotes pancreaticos y en el nimero
de nefronas (Jimenez-Chillaron y cols. 2005 y 2009). Estos patrones de transmision de riesgo
de enfermedad de padres a hijos, podrian ser resultado del impacto de la salud parental per
se del embarazo o en las células germinales maternas o paternas. Huypens y colaboradores
(2016), demostraron mediante fertilizacion in vitro, que células germinales colectadas de
ratones expuestos a diferentes factores nutricionales (dieta baja en grasas, dieta normal y

dieta alta en grasas) son capaces de transmitir fenotipos metabdlicos a su descendencia.

Los estudios mencionados muestran una relacion directa entre los factores maternos,
perinatales y de la primera infancia con el riesgo de desarrollar obesidad, ECV, DMT Il en
la edad adulta (Figura 1). A esto se le conoce como los origenes del desarrollo de la salud y
la enfermedad, donde se establece que un insulto durante los periodos criticos causan
alteraciones en el crecimiento y en el desarrollo fetal, ademas, que un desajuste en la vida
postnatal puede dar lugar adaptaciones inapropiadas e incrementar la susceptibilidad del
individuo al desarrollo de enfermedades metabdlicas en la edad adulta (Gluckman y cols.
2008, Gluckman y Hanson 2014). Por lo tanto, la exposicion a condiciones intrauterinas
adversas pueden afectar la implantacion del embrion y su desarrollo, aumentando en Gltima
instancia el riesgo de enfermedad en la descendencia. Ademas, los factores ambientales
postnatales y el desarrollo de enfermedades metabdlicas en la vida adulta, también
contribuyen a los cambios epigenéticos, incluidas las alteraciones en las células germinales,

tanto espermatozoides como ovocitos (Sales y cols. 2017).
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Figura 1. Factores de riesgo en diferentes periodos del desarrollo conducen a la programacién metabdlica. 1)
exposicion intrauterina adversa. 2) factores ambientales postnatales y 3) desarrollo de enfermedades
metabdlicas en la vida adulta ademas que las células germinales tanto espermatozoides como ovocitos pueden
verse afectadas tanto por la exposicién intrauterina como por el desarrollo de enfermedades metabdlicas en el
adulto lo que afecta a las siguientes generaciones (Modificado de Sales y cols. 2017)

2.1  Fisiologia del embarazo, la funcién placentaria y su relacion con la programacién
metabolica

Durante el embrazo existen dos etapas metabdlicas de gran relevancia, la primera comprende
los dos primeros tercios del embarazo se caracterizan por una condicién predominantemente
anabdlica, en donde se favorece el incremento del tejido adiposo. La acumulacion de grasa
debida a la hiperfagia, aunado a un aumento de la lipogénesis y disminucion de la actividad
de la lipasa hepatica (King 2006, Sullivan y Goreve 2010). La segunda etapa, comprende el
ultimo tercio de la gestacion que se caracteriza por un estado catabdlico, en el cual

predomina, un estado de resistencia a la insulina (RI), con la finalidad de cubrir la demanda



energética requerida por el feto para su desarrollo (Gustafsson 2009). En esta etapa, ocurren
importantes cambios en lo que respecta al metabolismo de los lipidos maternos, hay una
minima absorcién de triglicéridos circulantes y un aumento de la lip6lisis del tejido adiposo,
el glicerol y los acidos grasos libres (AGL), los cuales son liberados a la circulacién y son
capturados por el higado convirtiendose en sus formas activas, acil-CoA vy glicerol-3-fosfato,
respectivamente (Zambrano y cols. 2016). Por lo que pueden reesterificarse y sintetizarse en
TAG liberados en la circulacién, adicionalmente las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) se encuentran en concentraciones mas altas. Ademas del aumento de la lipolisis y la
disminucion de la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL), el aumento en la concentracion
de estrogenos y el estado de RI también pueden contribuir al aumento de los niveles de TAG
(triacilgliceridos) y VLDL durante el embarazo (Galtier y cols. 2008, Zambrano y cols. 2013,
Zambrano y cols. 2016).

Se ha demostrado que mujeres con obesidad son mas propensas a desarrollar citotoxicidad y
disfuncion metabdlica, lo que puede exarcerbar la acumulacion de depdésitos de grasa durante
el embarazo, como consecuencia de la disfuncion del tejido adiposo presentan alteraciones a
nivel endocrino, incrementos hormonales (progesterona y cortisol), metabodlicas (glucosa,
lipidos, adiponectina y leptina) y de citocinas inflamatorias (IL-6), proteina C-reactiva
(PCR) y el factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNF-a)) (Leddy y cols. 2008). Por lo tanto,
en mujeres con obesidad las reservas energéticas maternas almacenadas durante el primer
trimestre del embarazo se ven incrementadas y con ello se compromete el estado intrauterino
para un adecuado desarrollo fetal. Ademas, la exposicién fetal a concentraciones elevadas
de lipidos, por el consumo de dietas altas en grasas durante el periodo gestacional repercute
en el transporte de nutrientes a nivel placentario, asi como al tejido adiposo fetal mediante la
activacion de citosinas proinflamatorias. Los niveles altos de glucosa materna, disminuyen
la oxidacién de acidos grasos mitocondriales placentarios a través de la inhibicién de la
canitina palmitoltranfersas | (CPT 1), incrementando la acumulacion de TAG en la placenta
(Visiedo y cols. 2013). Por lo tanto, la nutricion materna sub6ptima (desnutricién o nutricion
excesiva) durante la gestacion, pueden tener como resultando alteraciones del ambiente
intrauterino o en el transporte de nutrientes de la madre al feto por lo cual tiene un impacto

sobre el adecuado desarrollo fetal.



Por otra parte, la placenta juega un papel crucial en el transporte de nutrientes de la madre
hacia el feto, se considera como el principal factor determinante del crecimiento intrauterino.
El transporte placentario esta regulado por numerosos factores que incluyen los gradientes
de concentracion, el metabolismo placentario y el flujo sanguineo. Estos procesos dependen
de la abundancia de transportadores en la placenta, asi como de la sintesis y metabolismo de
nutrientes (Sibley y cols. 1997). La expresion y la abundancia de los transportadores de
membrana son de gran importancia para el suministro de nutrientes al feto en desarrollo. La
placenta responde y se adapta a cualquier alteracion en el microambiente modulando los
sistemas transportadores ubicados en sincitiotrofoblastos, una barrera placentaria del epitelio
de dos capas. Estos sistemas incluyen transportadores para aminoacidos, acidos grasos y
glucosa; se expresan tanto en la membrana microvellosa (materno), como en la membrana
plasmatica basal (fetal) de sincitiotrofoblastos. Entre estos, los principales sistemas
transportadores son el A y el L. Los transportadores del Sistema A son responsables de la
absorcion de aminoécidos no esenciales y estan principalmente vinculados a la membrana
microvillosa de los sincitiotrofoblastos y su actividad incrementa durante el embarazo

(Desforges y cols. 2010).

El consumo de dietas bajas en proteinas durante la gestacion esté relacionada con una baja
regulacion de transportadores placentarios del sistema y con la restriccion del crecimiento
intrauterino (Glazier y cols. 1997). Ademas, los transportadores de acidos grasos en la barrera
placentaria involucran las lipasas, proteinas de transporte de acidos grasos y proteinas de
unién a acidos grasos, las placentas con IUGR muestran un incremento en la expresion de
ARNmM de lipoproteina lipasa y endotelial lipasa con una disminucién en la actividad de la
lipoproteina lipasa en la placenta de individuos prematuros (Magnusson y cols. 2004). Por
otra parte, la obesidad materna en ratones disminuye la oxidacion de acidos grasos
mitocondriales placentarios a través de la inhibicion de la carnitina palmitoiltransferasa |
(CPT-I), incrementa la acumulacion de triacilgliceridos en la placenta (Visiedo y cols. 2013),
y produce alteraciones en la expresion de la proteina de union a los acidos grasos en la
placenta, lo que lleva a una mayor acumulacion de lipidos fetales (Makkar y cols. 2014).

El consumo de dietas hipercaldricas durante la gestacion, resulta en alteraciones a nivel

placentario y en el tejido adiposo fetal mediante la activacion de citocinas proinflamatorias



como la interleucina 1y 6 (IL-1-6) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (Lappas y cols.
2014). Por lo tanto, la exposicion fetal excesiva a lipidos, incrementa el almacenamiento de
grasa y aumenta el riesgo de desarrollar ECV en la vida posnatal del individuo (Kirk y cols.
2009). Con todo lo anterior se demuestra que un adecuado estado nutricional materno
durante la gestacion resulta fundamental para propiciar un ambiente intrauterino favorable

para el adecuado desarrollo fetal y el futuro metabodlico de la descendencia.

3. Ritmos bioldgicos

3.1 Definicién y propiedades de los ritmos circadianos

Una de las caracteristicas inherentes de los sistemas biolégicos es el exhibir fluctuaciones
temporales ritmicas en diversas funciones bioldgicas, a las cuales se les ha denominado
Ritmos Bioldgicos (Pittendrigh, 1981a). Un ritmo se define como una secuencia de eventos
repetitivos o cambios de estado, con periodos regulares y tipicamente controlados por un
mecanismo (Webb y Oates 2016). Por lo tanto, cuando se habla de ritmos biolégicos nos
referimos a la recurrencia de cualquier evento en un sistema biologico, que se repite en

intervalos regulares de tiempo (Aschoff 1981).

En la naturaleza podemos encontrar una amplia variedad de ritmos bioldgicos. En general, la
frecuencia de estos guardan una estrecha relacion con diferentes ciclos geofisicos; de esta
manera podemos encontrar cuatro principales ritmos bioldgicos: a) los ritmos anuales,
aquellos que ocurren aproximadamente cada 365 dias, estos ritmos estan ligados al
movimiento de translacion de la tierra, por ejemplo, la migracion, la hibernacion en aves y
en mamiferos. b) Los ritmos lunares, son ciclos cercanos a los 29.5 dias, estos ciclos se
relaciona con la translacién de la luna, por ejemplo, la reproduccion en especies marinas. c)
Los ritmos mareales, son aquellos con intervalos de aproximadamente 12.4 horas, guardan
una estrecha relacién con el movimiento de rotacion de la luna y las consecuentes
transiciones entre marea alta y baja, por ejemplo, los periodos de actividad de algunas
especies litorales (Helm y Stevenson 2014). d) Los més estudiados son los ritmos circadianos,
en 1960, el fisidlogo Franz Halberg acufio por primera vez este término, el cual deriva de los
vocablos latinos circa= proximo a y diem=dias (“cercano al dia”), para describir los ciclos
con periodos cercanos a las 24 horas, correspondiente al tiempo de rotacion de la tierra sobre
su propio eje, por lo tanto a la alternancia entre el dia y la noche. Algunos ejemplos de estos
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ritmos son, el suefio-vigilia de los seres humanos o la eclosion de las larvas de Drosophila
melanogaster, entre otros (Halberg 1959, Aschoff 1981). Estos ritmos han generado mayor
interés en el campo de la investigacion, debido a su predominio. Se ha propuesto que la
funcién mas importante de los ritmos circadianos es la adaptacion del organismo a su medio
ambiente con la finalidad de anticiparse, predecir y acoplar su fisiologia a un ambiente
ciclico, en consecuencia incrementar su supervivencia, por lo que el presente trabajo se

enfocaré en estos Ultimos.

En relacion a estos ritmos y con base a su periodo, los ritmos circadianos se subdividen en
ritmos ultradianos aquellos cuyo periodo es menores a las 24 horas y los ritmos infradianos

los cuales presentan periodos mayores a 24 horas, Tabla 2 (Aschoff 1981).

Tabla 2. Clasificacion de los Ritmos

Tipo de ritmo Periodo Ejemplo

Actividad- Reposo
Circadianos 24 horas Ciclo suefio-vigilia
Procesos Metabolicos

0.1 segundos Electroencefalograma
. 1 segundos Ritmo Cardiaco
Ultradiano . . .
6 segundos Ritmo Respiratorio
60 minutos Actividad neuronal
Infradiano 365 dias Hibernacion

Existen una serie de parametros descriptivos que generalmente son considerados en el estudio

de los ritmos bioldgicos (Moore-Ede y col. 1982) y que a continuacion se definen (Figura 2).

Periodo (T). Intervalo de tiempo que ocurre entre dos puntos de referencia idénticos y cuyo

reciproco es la frecuencia.

Fase (¢). Estado de la variable en un momento determinado de las oscilaciones en relacion

a un punto de referencia.



Acrofase: Valor maximo que se representa en la oscilacion.
Nadir o Batifase: El valor minimo que se presenta en la oscilacion.
Amplitud: Diferencia entre el valor maximo y el minimo de la oscilacion

Mesor: Valor promedio alrededor del cual la variable oscila.

AN/ .
VAV

Figura 2. Representacion esquemética de los parametros bésicos de los Ritmos Circadianos. A) periodo de
oscilacion; B) amplitud; C) fase del ritmo; D) angulo de fase; E) mesor; F) acrofase; G) nadir. La linea negra
indica la expresion normal del ritmo, mientras que la linea gris muestra la expresién en presencia del
sincronizador. Imagen modificada de Guart y cols., 2002.

Uno de los primeros trabajos que abordan la tematica de la fisiologia circadiana datan del
siglo XVII1, en 1729 Jean Jacques d’Ortous de Mairan describié en un sencillo experimento,
lo que ahora se conoce como control nictinastico en la planta Mimosa pudica. Se sabia que
ademas del plegamiento repentino de los foliolos al ser tocados, esta planta también posee
plegamientos dependientes de la hora del dia, ya que sus hojas se mantienen abiertas durante
el dia y se pliegan durante la noche. De” Mairan mantuvo dichas plantas en oscuridad
constante mientras registro los movimientos de las hojas y report6 que en ausencia del ciclo
luz-oscuridad, el plegamiento y apertura de las hojas sigue ocurriendo con un periodo cercano
a las 24 horas. De’Mairan no realiz6 conjeturas sobre el origen de dichas variaciones diarias,

su trabajo dejo ver que los ritmos de apertura y cierre de las hojas de la Mimosa pudica son



independientes de los cambios de iluminacion y por tanto no se tratan de un simple reflejo

pasivo a las variaciones ambientales (Schwartz y Daan 2017).

Posteriormente en 1832, estas observaciones fueron constatadas por el botanico Augustin
Pyramus de Candolle quien afiadio una segunda evidencia sobre la naturaleza endogena del
ritmo bioldgico de la Mimosa pudica. Demostré que colocando la planta en obscuridad
continua, persistia el ritmo de apertura y cierre del follaje, con un periodo entre veintidds y
veintitrés horas, bajo estas condiciones el ritmo manifiesta su periodo enddgeno, fenémeno
que se conoce actualmente como oscilacion espontanea o libre corrimiento (Moore-Ed y cols.
1982, Aguilar-Roblero 1993). Con estos hallazgos, se demostr6 una de las propiedades
fundamentales de los ritmos circadianos, los cuales son generados de manera enddgena y

autosostenida.

Con el paso del tiempo se realizaron diferentes trabajos sobre los procesos ritmicos, y fue
hasta el siglo XX, August Forel a partir de las observaciones que realizé con las abejas fue
el primero en proponer que los organismos poseian una memoria temporal o Zeitgedachtnis.
Posteriormente, Erwin Bilnning contribuy6 a la comprension de los ritmos circadianos,
demostrando el origen genético de la ritmicidad circadiana en las plantas y en insectos, ya
que estos se mantienen por generaciones en ausencia de sefiales ciclicas (Pittendrigh 1981b,
Aguilar-Roblero 1993). Con el paso del tiempo, Aschoff y Pittendrigh demostraron la
capacidad de los organismos para medir el paso del tiempo, con estas demostraciones el

término Zeitgedachtnis fue reemplazado por el concepto de reloj biolégico.

Con ello se identifico una de las caracteristicas mas importantes de los ritmos circadianos,
la capacidad de compensar la temperatura, mecanismo que fue descubierto por Colin S.
Pittendrigh en sus bastos estudios sobre la ritmicidad en la eclosion de los huevos de
Drosophila melanogaster, estableci6 que los cambios de temperatura no afectan la fase, ni el
periodo de los ritmos circadianos (Pittendrigh y Caldarola 1973). Con estos trabajos se
conceptualizaba un sistema que permitia la adecuada interaccion del dominio temporal entre
el organismo y su ambiente, y no necesita de ningun proceso de aprendizaje en la generacion
de los ritmos bioldgicos (Pittendrigh 1981b, Aguilar-Roblero 1993).
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3.2 Componentes del sistema circadiano

Para poder llevar acabo esta funcion, de mantener la organizacion temporal interna de los
multiples procesos que ocurren en el individuo respecto a los cambios ciclicos diarios
(Aguilar-Roblero 1993, Gruart y cols. 2002), se describid al sistema circadiano como un
sencillo modelo lineal (Figura 3), conceptualmente conformado por tres componentes

esenciales.

a) Osciladores: células capaces de generar oscilaciones autdbnomas y autosostenidas en su
fisiologia. Un grupo de osciladores puede acoplarse y formar un marcapasos, es decir,
sincronizar sus oscilaciones entre si, generando oscilaciones mas robustas con la finalidad de

regular la fisiologia de otras células (Herzog 2007).

b) Aferencias: se trata de las vias de entrada sensorial de la informacion ciclica ambiental,

hacia los osciladores enddgenos (Kuhlman y cols. 2007).

c) Eferencias: son las vias de salida de la informacion ritmica generada por los osciladores
a multiples efectores para ser expresada a nivel conductual, fisiolégico o molecular (Korf y
Von Gall 2013).

Senales ritmicas / Sticionlzscion \
! | I _ 1 OSCILADORES

s AFERENCIAS EFERENCIAS
SISTEMA
2 "

Acoplamiento

r—
WA
NS
v

w '.‘.,

W

EXPRESION

DEL RITMO
Figura 3. Representacion esquematica de los elementos fundamentales que constituyen el sistema circadiano,
el cual esta constituido por receptores encargados de proporcionar informacion sobre los cambios ambientales
para que pueda establecerse el proceso de sincronizacion. El sistema posee mas de un elemento oscilatorio,
estos osciladores mantienen el funcionamiento coordinado mediante el proceso de acoplamiento, para que la
ritmicidad sea finalmente expresada, el sistema cuenta con vias eferentes hacia los efectores, proceso que se le
denomina transmisién y se dé la expresion del ritmo (Modificado de Cambras y Diez 2000).
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Uno de los procesos mas relevantes para el sistema circadiano es la sincronizacion, proceso
por el cual los osciladores internos ajustan su funcionamiento (fase y periodo) a la ocurrencia
de las sefiales ciclicas ambientales. Dichas sefiales se denominan sincronizadores o zeitgeber
(termino de origen aleman que se traduce literalmente como “dador de tiempo™) y fungen
COmMO guias para gue un organismo se pueda orientar respecto al tiempo geofisico (Aschoff
1981, Pittendrigh 1981a). Para que la sincronizacion se lleve a cabo se debe cumplir tres
condiciones: 1) la sefial ambiental sincronizadora debe ser regular y predecible, 2) los
osciladores internos deben ser sensibles a dicha sefial, 3) la sefial sincronizadora debe
producir una correccion diaria de la fase del oscilador (Pittendrigh 1981b).

En ausencia de sefiales sincronizadoras, el ritmo exhibira el periodo endégeno; fenémeno

que se le conoce como oscilacion espontanea (Pittendrigh 1960, Klein 2004).

El ciclo de luz-obscuridad (L:O) es el principal sincronizador del sistema circadiano, sin
embargo, existen una amplia variedad de sefiales ciclicas no luminosas, que también influyen
o sincronizan el sistema circadiano. Algunas de las sefiales no-féticas capaces de modular los
ritmos circadianos reportadas en la literatura son la disponibilidad de alimento, la restriccion
materna, el amamantamiento, inyecciones hormonales, y en cultivos in vitro a exposiciones
periddicas de concentraciones de suero, entre otros estimulos (Escobar y cols. 1998, Ohta
2003, Balsalobre y cols. 2000, Balsalobre 2002, Caldelas 2009).

Otro de los proceso de gran relevancia en el sistema circadiano, es el acoplamiento, a través
del cual se mantiene el funcionamiento coordinado de los distintos osciladores circadianos
distribuidos en todo el organismo, los cuales poseen diferentes periodos de oscilacién
espontanea. Este proceso va ser posible mediante el ajuste del periodo y la fase entre los
distintos osciladores (Pittendrigh 1981, Granados-Fuentes y cols. 1995). Hasta el momento
se ha sugerido que el fendmeno de acoplamiento se lleva acabo de tres maneras: 1) via de
secrecion de hormonas, 2) via parasimpatica y 3) via simpatica del sistema nervioso

auténomo y central.

En el humano se han identificado diferentes ritmos fisiolégicos que mantienen un

funcionamiento coordinado al ser sometidos a oscilacion espontanea, estos ritmos muestran
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distintos periodos circadianos y se pierde la relacion de fase entre ellos a este fenomeno se le

conoce como desincronizacion interna (Figura 4) (Aschoff 1981).

Ritmo Sincronizado

g Ritmo en oscilacién espontanea

B ""% """""""""""
O

Temperatura

W 26 ' 24 12 324 % g4 ' 24 12 36 V2 24 13 24

Figura 4. Ejemplo de desincronizacion interna de diferentes ritmos circadianos en humanos bajo condiciones
de oscilacion espontanea. En esta gréfica se muestra el ciclo temperatura rectal y suefio vigilia. El ritmo de
temperatura queda bajo el control del ritmo endégeno, mientras que el de suefio vigilia adquiere un periodo
mucho menor (Carninali y cols. 1994).

Se han descrito 3 formas de desincronizacion.

1) La desincronizacién externa. Se le conoce como a la pérdida de la sincronizacion entre el
ritmo enddgeno y el zeitgeber. Este fendmeno ocurre en seres humanos bajo condiciones
normales por ejemplo, el ciclo suefio-vigilia y el ritmo de temperatura corporal muestran un
periodo de 24 horas, con una relacién de fase constante, sin embargo bajo condiciones de
aislamiento temporal se pierde su relacion de fase y muestran cada uno de estos ritmos
periodos independientes. Esto sugiere la existencia de osciladores independientes para cada
uno de los parametros, los cuales se desacoplan en las condiciones experimentales descritas
(Aschoff 1981).

2) La desincronizacion interna. Se le conoce a la pérdida de la relacion entre las fluctuaciones
del medio externo y las fluctuaciones de dos o mas ritmos generadas por los osciladores en

el organismo. Cuando se realiza un vuelo transmeridional los ritmos circadianos de diferentes
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procesos fisioldgicos, como son, ciclo de actividad-reposo, la calidad del suefio, la
temperatura corporal y el ritmo cardiaco, se desajustan del horario local, se pierde la relacion
de fase con relacion a la temporalidad. El organismo requiere algunos dias para
resincronizarse al nuevo horario bajo estas condiciones se ha encontrado que distintos
parametros muestran diferentes velocidades de resincronizacion (Moore-Ede y cols. 1982).
3) Desincronizacién interna forzada. Se produce al someter al organismo mas de un
sincronizador, que influyen en la temporalidad de solo algunas de las variables ritmicas
circadianas y es posible lograr la separacion de los distintos ritmos exponiendo a los sujetos
a “dias artificiales” con periodos diferentes (cercanos a las 24 horas), siempre y cuando sea
desconocido para ellos. En dichas condiciones algunos parametros en estudio se sincronizan

al periodo impuesto, mientras que otros presentan libre corrimiento (Weber 1983).

3.3 Osciladores y marcapasos

En organismos multicelulares se sabe que las funciones oscilatorias autbnomas se han
concentrado en un tipo particular de células acopladas entre si, conocidas como marcapasos.
Ademas, los marcapasos son capaces de coordinar la ritmicidad especifica de los tejidos,
mantener la precision y la coherencia ritmica en el organismo (Bell-Pedersen y cols. 2005).
Entre los marcapasos ya identificados se encuentran las neuronas ventrolaterales del cerebro
de Drosophila melanogaster, la glandula pineal, células de la retina y el hipotalamo anterior
estan relacionas con la generacion de ritmos en aves (Gwinner y Brandstatter 2001), en
reptiles (Iguana iguana) la retina, la glandula pineal y areas del hipotalamo funcionan de la
misma manera y en mamiferos el nicleo supraquiasmatico y el bulbo olfativo (Bartell y cols.
2004, Caldelas y cols. 2007).

3.4 Bases anatomicas y moleculares de la generacién de la ritmicidad circadiana

El Ndcleo Supraquiasméatico (NSQ) es considerado como el principal marcapasos
identificado en mamiferos, es una estructura bilateral ubicada en la zona periventricular del
hipotalamo anterior, dorsal al quiasma 6ptico (QO) y lateral al tercer ventriculo (111V) (Figura
5), encargada de regular y coordinar la actividad de todos los osciladores internos y de

generar la ritmicidad de manera enddgena y auto-sostenida (Reppert y Weaver 2002).
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El NSQ esta constituido por neuronas pequefias de aproximadamente 12 um de diametro y
consta entre 10,000 a 20,000 neuronas en roedores, lo que permite su fécil identificacion en
cortes coronales tefiidos con tincidn de Nissl (Figura 5). EI NSQ se dividen en dos areas: la
region ventrolateral (NSQvlI), también llamada marginal, se encuentra adyacente al quiasma
oOptico y recibe la inervacion de la retina; el principal neurotransmisor presente en las
neuronas de esta region es el polipéptido vasoactivo intestinal (VIP), aunque también se
puede encontrar en menor medida células que expresan calretinina, neurotensina, y el péptido
liberador de la gastrina (GRP). La region dorsomedial (NSQdm) o interna envuelve
parcialmente a la region ventral y esta densamente inervada por esta, mientras que las
proyecciones de la region dorsal hacia la ventral son més escasas. Se ha detectado abundante
presencia de arginina vasopresiona (AVP) en esta region, asi como en menor medida
angiotensina Il y metencefalina. En la mayoria de las células del NSQ también se expresa el
acido gama-aminobutirico (GABA), aunque solo se presentan algunas neuronas
glutamatérgicas. Cabe mencionar que la morfologia del NSQ, la presencia y ausencia de
neuropéptidos varia considerablemente entre especies (Moore y cols. 2002, Welsh cols.
2010, Moore 2013).

Figura 5. Fotomicrografia de un corte coronal del cerebro de conejo tefiido mediante la técnica de Nissl
mostrando la ubicacion del NSQ. La imagen derecha muestra un acercamiento al hipotdlamo, QO: quiasma
optico, 11V: Tercer ventriculo, NSQ: Nucleo supraquiasmatico, DM:Rregion Dorso Medial, VL: Regi6n
Ventrolateral (Caldelas y cols. 2007).

La identificacion del NSQ se realizé por dos grupos de investigacién de forma simultanea
por Robert y Moore, y por Fred Stephan e Irvin Zucker (Weaver, 1998). A mediados del siglo
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XX, Curt Richter realiz6 una serie de experimentos en los que lesionaba regiones cerebrales
en ratas; con estos experimentos demostrdO que existian regiones hipotalamicas
probablemente responsables de la ritmicidad circadiana, ademas sugirié que este sitio podria
estar cerca del nacleo ventromedial (Richter 1967). Posteriormente, Moore fue el primero en
describir una via de comunicacién no visual proveniente de la retina que inerva directamente
al NSQ, conocida como tracto retino hipotaldmico (TRH) en roedores y posteriormente en
otros mamiferos (Moore y Lenn 1972). A partir de estos hallazgos, se realizaron lesiones
electroliticas bilaterales en el NSQ con la finalidad de identificar y corroborar su
participacion en la generacion de los ritmos circadianos, el resultado fue la perdida de los
ritmos de actividad locomotora, ingesta de agua y niveles de corticosterona en sangre
(Stephan y Zucker 1972, Moore y Eichler 1972).

A partir de este momento, los estudios se enfocaron en la identificacion de las propiedades
de las células que conforman al NSQ. Los primeros estudios revelaron que las neuronas de
este nacleo exhiben actividad metabdlica diferencial a lo largo del dia, presentando una
mayor actividad a mitad de la fase luminosa, y una posterior disminucién durante la fase
oscura (Schwartz y Gainer, 1977). Adicionalmente, una de las primeras evidencias sobre la
autonomia en el funcionamiento circadiano de las células que conforman el NSQ, fue
aislando tejido hipotalamico en animales previamente enucleados al medir la actividad
eléctrica de areas circuncidantes al hipotalamo, con lo que se observo perdida de la ritmicidad
mientras que la isla hipotalamica que contenia al NSQ persistid la ritmicidad, ain en ausencia
de las conexiones neurales con el resto del cerebro (Inouye y Kawamura 1979). En otros
estudios in vitro se monitoreo la actividad eléctrica de cortes hipotalamicos que contenian el

NSQ, se observaron oscilaciones sostenidas hasta por tres dias (Green y Gillette 1982).

A nivel celular, se sabe que las células del NSQ aisladas exhiben oscilaciones circadianas en
su actividad eléctrica, esto significa que cada célula es capaz de oscilar de forma
independiente (Welsh y cols. 1995). Otros estudios han demostrado que manteniendo
neuronas del NSQ en cultivo estas mantienen oscilaciones robustas por varias semanas,
mientras que en explantes de higado bajo las mismas condiciones, la ritmicidad se pierde a

los 7 dias, hasta que un nuevo estimulo sincronizador las restaura, con ellos se demostro la

16



presencia del reloj molecular esta inmerso dentro de las células a nivel individual en el

marcapasos central y en los osciladores periféricos autosostenidad (Reppert y Weaver 2002).

En 1984 fue publicada una de las evidencias experimentales mas reveladoras sobre la
participacién del NSQ como marcapasos circadiano en mamiferos. Ratas arritmicas por
lesiones electroliticas del NSQ, recibieron un trasplante de un bloque de tejido fetal de
hipotdlamo anterior que contenia el NSQ, después de 4 semanas el ritmo diurno fue
recuperado (Drucker-Colin y cols. 1984). Posteriormente, se reportd que al utilizar células
del NSQ en suspension se restaura la ritmicidad en la actividad locomotora (Silver y cols.
1990), lo que indica que no es necesario mantener la integridad estructural del NSQ, o tal vez
que el NSQ puede volver a formar su propia integridad estructural tras ser trasplantado. Por
otro lado, haciendo uso de la mutacion autosomica tau, en el hamster dorado Mesocricetus
auratus, cuya finalidad es acortar el periodo de actividad del animal en oscilacion espontéanea,
se demostré que en hadmsteres silvestres arritmicos por lesiones previas al NSQ, quienes
recibieron el trasplante de tejido fetal de NSQ de hamster mutantes tau, fueron capaz de
restablecer la ritmicidad con el periodo enddgeno y la fase del ritmo correspondiente al NSQ
del donador (Ralph y cols. 1990).

Por lo tanto, después de conocer que las células del NSQ son capaces de funcionar como
osciladores independientes se comenz6 a indagar sobre las bases de generacion de los ritmos
circadianos. Utilizando diversas técnicas moleculares se realizaron los primeros estudios en

la mosca Drosophila melanogaster.

En la década de los 70°s se identificd la mutacion de un gen en el cromosoma X de D.
melanogaster, una de las variantes modificaba la duracion del periodo del ritmo de actividad
y de eclosion mientras que la otra hacia al organismo arritmico, el gen fue llamado Periodo
(Per) (Konopka y Benzer 1971). En 1990, se descubri6 que la proteina del gen periodo de
Drosophila se requiere para la acumulacion ciclica de su propio ARNm y con ello se propuso
que el gen periodo estaba involucrado en un circuito de retroalimentacion autorreguladora.
A partir del descubrimiento del gen Per en moscas y su participacion en la generacion de la
ritmicidad circadiana, se fueron agregando componentes al reloj mediante manipulaciones
genéticas y andlisis de fenotipos conductuales (Ko y Takahashi 2006, Takahashi y cols.
2008).
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A nivel molecular los mecanismos del reloj circadiano comparten homologia entre especies
y son altamente conservados. En todos los taxa coincide con la formacion de asas de
trascripcion/traduccion autorreguladas positiva y negativamente a través de las cuales, se
lleva a cabo la produccion ritmica del RNAmM y de las proteinas involucradas en el reloj
circadiano, que en conjunto son conocidos como “genes reloj”. En esta asa participan factores
de transcripcion: dos activadores CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput, por
sus siglas en inglés) y BMAL1 (Brain and Muscle Aryl hydrocarbon receptor translocator-
like protein 1) y dos represores Per (Period) y Cry (Cryptochrome) (Figura 6). Al inicio del
dia en el citoplasma de cada célula, los factores de transcripcion CLOCK y BMAL1, forman
un heterodimero (CLOCK-BMAL1) el cual se transloca al nlcleo y al unirse a las cajas-E
para activar la transcripcion de los genes de las familias periodo (Perl, Per2 y Per3) y
Criptocromo (Cryly Cry2). En el transcurso del dia los niveles de Per y Cry aumentan, son
traducidos en el citoplasma. Al final del dia el nivel de sus respectivas proteinas aumentan,
se da la formacion del heterodimero PER-CRY el cual es fosforilado por la enzima casein
cinasa 1 épsilon (CK1g) o delta (CK18), lo cual permite que el heterodimero se transloque
al nucleo de la célula, para inhibir la actividad de CLOCK-BMALL y por tanto su propia
transcripcion (Ko y Takahashi 2006).

Por otra parte existe otra asa involucrada en la generacion y regulacion circadiana (Figura 6),
la cual también incluye al heterodimero CLOCK:BMALL1 el cual activa la transcripcion de
los genes Rev-erba y Rora, estos son capaces de regular la expresion de Bmall, activandola
por medio de las proteinas ROR o reprimiéndola las proteinas REV-ERB quienes estan
directamente ligados al metabolismo de lipidos y la adipogénesis (Guillaumond y cols. 2005).
Por otra parte, se sugiere que algunos genes controlados por el reloj (GCR) estan modulados
directamente por los procesos de auto regulacion de CLOCK:BMALL en el NSQ, vy la
expresion de estos son los que producen los eventos ritmicos tales como la secrecion ritmica
de la arginina vasopresina presente en las neuronas del NSQ (Balsalobre 2002, Takahashi
2016). Para completar un ciclo de esta asa autoregulada toma aproximadamente 24 horas,
por lo cual se dice que constituye un reloj molecular, el cual genera la ritmicidad en cada una

de las células que lo expresan.
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Las proteinas CLOCK:BMAL1 activan la transcripcién de GCR (Reverba, Dbp, E4bp4, 1d2,
TIf) y receptores nucleares (proteinas REV-ERB, ROR, PPARa, PPARy y PPARS), que son
reguladores transcripcionales claves del metabolismo de los lipidos. Estos receptores
nucleares estan regulados diurnamente en el higado, el tejido adiposo blanco y marron, asi
como por musculo (Yang y cols. 2006). Por lo tanto, estos funcionan como una interfaz entre
el reloj molecular, con las redes transcripcionales involucradas en el metabolismo energético
(Adamovich y cols. 2015).

La proteina REV-ERa puede activar la transcripcion de PPARy en el tejido adiposo, el cual
estd involucrado en la diferenciacién de adipocitos y la regulacion de la sensibilidad de la
insulina (Fontaine y cols. 2003), a su vez PPARy es un co-activador de la proteina la
coactivadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PGCla), quien juega
un papel central en la homeostasis de la glucosa y lipidos (Leone y cols. 2005).

Existen madltiples interacciones que vinculan al reloj molecular con el metabolismo
intracelular a través de cambios en el estado redox, la sirtuina-1 desacetilasa dependiente de
NAD+ (SIRT 1), la proteina quinasa activada por monofosfato de adenina (AMPK) y otros
sensores metabdlicos que interacttan con factores de transcripcién metabdlicos como son los
receptores activados por proliferador de peroxisoma (PPAR), quienes participan en la
expresion y modulacion de diferentes genes mediante modificaciones post-traduccionales
(Asher y cols. 2008, Hirayama y cols. 2008N).

En el caso de SIRT1 es una desacetilasa de histonas que contribuye al silenciamiento de
genes y a una gran cantidad de procesos bioldgicos como la gluconeogénesis, sensibilidad y
secrecion de insulina, regulacién de lipidos, por lo tanto es considerada un sensor metabolico
intracelular clave que interactta directamente con la porteina CLOCK (Asher y cols. 2008,
Nakahata, y cols. 2008). La AMPK es otro sensor metabdlico clave para la transmision de
sefiales dependientes de nutrientes y energia, contribuye a regular el balance energético y la
ingesta calorica; se relaciona directamente con la maquinaria del reloj molecular (Jordan y
Lamia 2013), cuya actividad incrementa en respuesta a las concentraciones ATP/AMP dentro
de las células e interactla directamente al impulsar la fosforilacion de las proteinas PER y
CRY, haciéndolas diana de la destruccién proteosomal y su degradacién, respectivamente

(Lamia y cols. 2009). Adicionalmente, controla la expresién de genes involucrados en el
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metabolismo energético y funciona en coordinacion con SIRTL, al incrementar los niveles
de NAD+, a su vez AMPK incrementa la expresion de nicotinamida fosforibosil transferasa
(NAMPT), quien es regulada por el heterodimero CLOCK:BMAL1, la cual esta intimamente
relacionada con los niveles intracelulares de NAD+, induciendo la desacetilacion de SIRT1
(Canto y cols. 2009). Adicionalmente, se ha demostrado que CLOCK:BMAL1 se une al
pormotor de SIRT1 y regula la sensibilidad a la insulina. Por lo tanto, la interaccion de
CLOCK:BMALL y la via NAMPT / NAD+ / SIRT1 demuestra una conexion entre la

maquinaria del reloj circadiano y las vias metabolicas (Figura 6).

Los nutrientes que se obtienen de la dieta también pueden funcionar como sensores
metabolicos a través de receptores nucleares, factores de transcripcion o co-activadores
participando en la regulacion del metabolismo, las concentraciones de glucosa, dioxido de
carbono, los glucocorticoides, logran mantener una estrecha relacién con las concentraciones
de ATP/AMP que interacttan directamente en el asa de retroalimentacion negativa y positiva

de los genes de la maquinaria molecular del reloj circadiano (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo molecular propuesto para la generacion de la ritmicidad circadiana en mamiferos: Asa de retroalimentacion transcripcional y traduccional
que involucra al activador transcripcional CLOCK:BMAL1 y sus genes blanco Per, Cry, cuyos productos regulan negativamente la accion del dimero, y a los genes
Rev-Erba y Rora cuyos productos ejercen una regulacion negativa y positiva respectivamente sobre Bmall, regulando asi su propia transcripcion. Asi mimo, se
sincronizan diversos procesos metabdlicos a través de salidas directas e indirectas que incluyen la gluconeogénesis y el metabolismo oxidativo, el cual también

recibe entradas reciprocas de las vias de sefializacion de nutrientes (incluidos SIRT1 y AMPK), que funcionan como redstatos para acoplar los ciclos circadianos
al flujo metabolico, especialmente en los tejidos periféricos. Para mayor detalle consultar el texto (Bass y Takahashi 2010).
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3.5 Aferencias del sistema circadiano de mamiferos

Las aferencias y eferencias son las vias de transmision de la informacion ritmica hacia el
marcapasos Yy de €l mismo hacia otros blancos (Figura 7). En el caso de las aferencias se han
caracterizado tres vias importantes: la principal via aferente por la cual la luz llega al NSQ
proviene del tracto retino hipotaldmico (TRH). Esta proyeccion inicia en las celulas
ganglionares de la retina e inerva la region ventral del NSQ (Berson y cols, 2002). Estudios
realizados en ratones modificados genéticamente para la carencia de conos y bastones
mostraron que esta ruta es totalmente independiente a la via encargada de la percepcion visual
(Freedman cols. 1999). Se sabe que dicha via involucra la participacion de neurotransmisores
tales como el glutamato y del polipéptido pituitario activador de la adenilato ciclasa
(Hannibal 2002). Otra de las vias es el tracto geniculo hipotalamico (TGH), el cual se origina
de la retina y hace relevo en la hojuela intergeniculada (IGL) y posteriormente inerva el NSQ
y representa una via indirecta de la entrada de la informacion fética. Las fibras del TGH
liberan neuropéptido Y (NPY), que predominantemente inhibe las células del NSQ;
adicionalmente se libera GABA para reforzar la naturaleza inhibitoria de la proyeccién
(Moore 2013, Morin 2013). La dltima via ampliamente descrita proviene de las fibras
serotoninérgicas originadas en el ndcleo medial del rafé (MR), los cuales inervan la zona
ventrolateral del NSQ y liberan serotonina. Ambas aferencias (TGH y MR) en animales
nocturnos, participan en ajustar el inicio de la actividad con el comienzo de la fase obscura.
Se ha propuesto estas aferencias pueden transmitir informacién no-fética hacia el NSQ, como
la temperatura o el movimiento. A través de estas vias diversos estimulos también pueden
ejercer influencia como sincronizador de los ritmos circadianos (Moore y cols. 2002).

Ademas de estas tres vias también se han encontrado otras aferencias al NSQ que se originan
de estructuras hipotalamicas, por ejemplo, se ha descrito una densa inervacion proveniente
de las neuronas orexigénicas del hipotalamo lateral, las cuales activan la actividad neuronal
del NSQ y actla para acentuar la accién del NPY, lo cual implica que esta conexion también
comunica informacién no-fética (Burt y cols. 2010). El ndcleo paraventricular del talamo
(PVT) también participa como modulador de la respuesta del NSQ a la luz, principalmente
durante el final de la noche; ademas de ser una via de entrada de informacién visceral y de
modalidades sensoriales no-féticas hacia el NSQ (Salazar-Juarez y cols. 2002). Las

inervaciones del TRH, TGH y del MR convergen particularmente en la zona ventral del NSQ.
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Por lo que se considera que las neuronas del NSQ integran la informacion fética y no-fética,
para adaptar la fase del reloj molecular y conseguir la sincronizacion del sistema circadiano
a las sefiales ambientales externas (Moore 2013, Morin 2013).

f AFERENCIAS

Hipotalamo- MSPVZ, POA, DMH
Marcapasos central

Corteza Limbica
Telencefalo basal Hipotalamo- PVH

Hipotalamo _ Region marginal
Tallo cerebral

[ Linea media del talamo ] /Vi A‘_’A

Telencéfalo basal- BST

\' Talamo ventral- Zona interna

Linea Media del talamo- PVT

Via visual \

Tracto retino
hipotalamico

Nucleo Geniculado
Hojuela Telencéfalo basal- PSCN, LSPV, VTA

Intergeniculado L !
\ Hipotalamo- LSN

Figura 7. Resumen de las principales aferencias y eferencias del NSQ. BST, nucleo del lecho de la estria
terminal; DMH, ndcleo dorsomedial del hipotalamo; LSN, nucleo septal lateral; POA, &rea predptica; PT,
nacleo paratenial; PSCN, nucleo perisupraquiasmatico; PVH, nucleo paraventricular del hipotalamo; PVT,
nlcleo paraventricular del tAllamo; RE, nucleo reuniens; LSPVZ, &rea subparaventricular lateral; MSPVZ,
area subparaventricular medial; VTA, érea tuberal ventral; ZI, zona incerta (Modificado de Moore 2013).
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3.6 Vias eferentes del sistema circadiano en mamiferos

Como marcapasos circadiano, el NSQ debe sincronizar al resto de los osciladores presentes
en el organismo, este proceso se logra gracias a la comunicacion de las sefiales ritmicas a
otras areas cerebrales encargadas del control de los procesos fisioldgicos, metabdlicos y
conductuales de los mamiferos (Buijs y Kalsbeek 2001, Saper 2013). A través de marcajes
anterogrado y retrogrado de las neuronas del NSQ se ha demostrado que existen conexiones
sinapticas directas e indirectas con varias regiones cerebrales, como son el hipotadlamo
adyacente, el telencéfalo basal, el talamo ventral y la regién medial del tdlamo, el sistema
olfativo, limbico y los 6rganos circumventriculares (Krout y cols. 2002). Se ha demostrado
que muchos nucleos hipotalamicos, proyectan reciprocamente al NSQ y estan implicados en
la regulacion circadiana de distintas funciones fisioldgicas entre estos se encuentran: el area

predptica (POA), el nucleo paraventricular (PVT), el ndcleo subparaventricular dorsal
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relacionado con el control de la temperatura corporal, el nicleo subparaventricular ventral
implicado en el control de niveles de actividad locomotora, el ciclo de suefio-vigilia, y el
nacleo dorsomedial (DMH) implicado en el control de la actividad locomotora, el suefio, la
alimentacion y niveles de secrecion de hormonas relacionadas con el estrés (Watts y cols.
1987, Chou y cols. 2003, Saper y cols. 2005, Abrahamson y Moore 2006, Bujis y cols. 2016).
Por lo que se plantea que algunas de las conexiones directas del NSQ con &reas cerebrales
especificas son el primer relevo de las vias de sincronizacion mas complejas, que
eventualmente regulan la ritmicidad del organismo entero.

Existe también una especializacion en la organizacion de las aferencias y eferencias en la
anatomia del NSQ. La corteza limbica, el area septal y el tallo cerebral proyectan
principalmente a la zona interna del NSQ, mientras que las proyecciones de la IGL, el MR y
la retina se dirigen a la region marginal del NSQ. Las proyecciones eferentes al area
supraventricular medial (MSPVZ), area preoptica (POA), nucleo dorsomedial del hipotalamo
(DMH), nucleo paraventricular del hipotalamo (PVH), nucleo del lecho de la estria terminal
(BST), zona incerta (ZI), el PVT, nucleo paratenial (PT) y nucleo reuniens (RE) provienen
de la zona interna, mientras que las que inervan al PSCN, LSPVZ, VTA y LSN provienen de
la region marginal (Figura 7) (Vrang y cols. 2003, Deurveilher y Semba 2005).

Ademas se considera que diversos nucleos cerebrales, principalmente el hipotalamo
adyacente y los osciladores periféricos, comunican sefiales temporales internas al NSQ que
influyen en su actividad, en dicha comunicacion pueden estar implicadas diversas sefiales
como son las sefiales postraduccionales (desfosforilacion, acetilacion y la metilacion), el
estado de oxidacion, sefiales extracelulares (neurotransmisores), intercambios idnicos
transmembranales, sefiales hormonales (melatonina), el alimento, presién sanguinea, y la
actividad locomotora, entre otros (Dibner y cols. 2010, Saper 2013). Todas estas sefiales
ritmicas entrantes y salientes interactGan, son integradas para regular el estado fisiol6gico del
organismo formando asi una compleja red de regulacion homeostéatica (Buijs y Kalsbeek
2001, Buijs y cols. 2016).
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3.7 Osciladores periféricos en mamiferos

La identificacion de la maquinaria molecular necesaria para la generacion de los ritmos
circadianos, ha permitido comprobar que la expresion ritmica de los genes reloj no es
exclusiva del NSQ, ya que estos se expresan con ubiquidad en las células de mamifero
(Takahashi 2016). En las Gltimas décadas se ha demostrado que un nimero importante de
tejidos exhiben oscilaciones de los componentes centrales del asa molecular circadiana, a
nivel del sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP). Abe y colaboradores (2002)
realizaron estudios utilizando animales transgénicos caracterizados por emitir
bioluminiscencia cuando expresan un gen reloj al que le fue acoplado en su secuencia
promotora el gen reportero de luciferasa (Yamazaki y cols. 2000). Con este modelo
encontraron que diferentes &reas cerebrales exhibian ritmicidad circadiana in vitro tales como
la glandula pineal, la glandula pituitaria, el area retroquiasmatica, la eminencia media y el
bulbo olfativo, entre otras. Ademas se han registrado oscilaciones ritmicas de genes reloj en

diversos ndcleos del talamo y del hipotadlamo (Challet y cols. 2003, Buijis y cols. 2016).

Las oscilaciones circadianas no solo se limitan al SNC, desde 1998 se ha demostrado la
expresion circadiana de los RNAm de los genes Bmall, Perly Per2 en retina, corazén, rifion
y pulmoén de rata a distintas horas del dia (Oishi y cols, 1998 a,b, Nakahata y cols. 1998).
Mientras que en raton, se describio la expresion oscilatoria del RNAm de Per3 en higado,
musculo esquelético y testiculo (Zylka cols. 1998). En diversos osciladores periféricos de
rata y ratdn, el patron de expresion de 24 horas del gen Bmall se caracteriza por oscilaciones
marcadas del nivel del RNAm en antifase con respecto al de Per y Cry; mientras que el nivel
del RNAm de Clock permanece estable en el perfil de 24 horas (Reppert y Weaver 2002,
Fanarell y cols. 2011). En el higado, los genes reloj se expresan abundantemente y muestran
un ritmo circadiano (Hsieh y cols. 2010). En ratones bajo un ciclo luz oscuridad 12:12, en el
higado de ratones la acrofase del ritmo para Perl se encontrd en ZT 09, durante la fase de
luz, para Per2 la acrofase del ritmo esta en ZT 15, durante la fase obscura, y para el gen
Bmall su punto méximo es en ZT 03 durante el dia. Durante los ultimos afios, diferentes
estudios han identificado la maquinaria del reloj molecular en diferentes tejidos periféricos

como el higado, el pulmon, el rifidn y el corazon (Mendoza y Challet 2009, Hastings y cols.
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2014). La evidencia anterior indica que en todos estos 6rganos la expresion ritmica de los

genes reloj sucede de manera similar que en el NSQ.

Existe una diferencia fundamental entre las oscilaciones del NSQ respecto a otros osciladores
anivel del SNC y SNP, se ha demostrado que en ratones Perl1-luc, se realizaron explantes de
musculo esquelético, higado y pulmon, los cuales fueron mantenidos en cultivo por varios
dias presentaban ritmos de expresion del gen Perl, los cuales se amortiguaron después de 7
ciclos in vitro, en contraste con los explantes del NSQ que seguian oscilando después de
semanas (Yamazaki y cols., 2000). Un estudio con ratones heterocigotos mPer2-¢ se
demostro que las oscilaciones de los genes reloj en los osciladores periféricos in vitro se
atenuaban rapidamente, posterior a 3-6 dias (Yoo y cols. 2004). Esta gran diferencia radica
en las interacciones intercelulares especializadas que ocurren en el NSQ y que le otorgan la
identidad de marcapasos circadiano. En un estudio realizado por Liu y colaboradores (2007)
examinaron la persistencia y dindmica de las oscilaciones del asa de retroalimentacion del
reloj circadiano en ratones y concluyeron que en ausencia de algunos componentes
individuales del asa del reloj molecular, la ritmicidad del NSQ es rescatada gracias al
acoplamiento de sus células, en comparacion con los tejidos periféricos en los que el
acoplamiento parece ser débil, ya que la perdida de los componentes del asa molecular
compromete la generacion de la ritmicidad. Por lo que se considera que la existencia de un
acoplamiento débil entre las células de los osciladores periféricos es una propiedad
adaptativa, ya que les permitiria responder de forma mas rapida y flexible, no solo a las
sefiales sincronizadoras provenientes del NSQ, sino también a otras sefiales que pueden ser
relevantes, tales como las metabdlicas o conductuales (Hastings y Herzog 2004, Buhr y cols.
2010).
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4. Laregulacion circadiana y su interaccion con los procesos metabdlicos

El control homeostatico de la ingesta de alimentos, la disponibilidad de nutrientes, las sefiales
de alimentacion y saciedad se integran en el NSQ por una intrincada red de estructuras
hipotalamicas y del tronco encefélico, las cuales estan coordinadas por el sistema circadiano
(Figura 8). EI NSQ incide sobre el funcionamiento de otros centros extra hipotalamicos
involucrados en el comportamiento, asi como en centros hipotalamicos: ARC, DMH, HL,
NPV y el TMN, quienes albergan osciladores secundarios (Guilding y Piggins 2007, Bujis y
cols. 2003) los cuales estan influenciados por los ciclos alimentacion-ayuno. A su vez, estos
nacleos tienen comunicacion con el cuerpo estriado dorsal, el cerebelo y los nucleos
parabranquiales quienes se coordinan mediante vias autbnomas y neuroenddcrinas para la
expresion circadiana de diferentes neurotransmisores y hormonas que regulan el apetito y la
saciedad (Challet y cols. 2019).

Estas sefiales sistémicas sincronizan los relojes moleculares en los osciladores ubicados en
los tejidos periféricos, que a su vez, expresan fluctuaciones circadianas en diversas variables
metabolicas como son la insulina, el glucagon, la adiponectina, corticosterona la leptina y la
grelina. Esta regulacion endocrina, se consigue modulando la expresién o la actividad de las
enzimas metabdlicas y sistemas de transporte relacionados con el metabolismo del colesterol
y glucosa, la regulacion de aminodcidos (La Fleur y cols. 1999, Davidson y cols. 2004,
Bodosi y cols. 2004, Froy 2007).
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Figura 8. Imagen representativa del sistema multiosilatorio del sistema circadiano y su comunicacion con otros
centros hipotaldmicos sobre el metabolismo. El ndcleo supraquiasmético (NSQ), Nucleo Arcuato (ARC),
nacleo hipotalamico dorso medial (DMH), Hipotalamo lateral (HL), Ndcleo Paraventricular (NPV), nicleo
tuberomamil ar (TMN) (Modificado de Challet 2019).

4.1 El sistema circadiano y su relacién con el metabolismo de carbohidratos y lipidos
Ademéas de las sefiales hormonales relacionadas con la alimentacion, los nutrientes
circulantes, incluida la glucosa, los &cidos grasos no esterificados y los cuerpos cetonicos,
también envian sefiales al cerebro con la finalidad de regular el estado energético a nivel
periférico. Los niveles plasméticos de glucosa muestran variaciones diurnas y circadianas;
sus niveles séricos se incrementan antes del despertar (fenémeno del alba) y su ritmicidad
persiste bajo condiciones de ayuno, estas observaciones revelan un papel importante de un
mecanismo circadiano enddgeno en el metabolismo de la glucosa. De hecho, la ablacion
quirargica del NSQ o la manipulacion genética de los componentes del reloj circadiano altera
la homeostasis de la glucosa (La Fleur y cols. 1999, La Fleur y cols. 2001).
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De forma similar a la glucosa, diferentes analitos asociados al metabolismo de lipidos
exhiben variaciones circadianas tal es el caso de los acidos grasos, triglicéridos, colesterol
total, lipoproteinas de alta y baja densidad en diferentes especies (Escobar y cols. 1998,
Kohsaka y cols. 2007, Montufar-Chaveznava y cols. 2013). La variacion diurna en la sintesis
de acidos grasos esta mediada por la proteina de unién a elementos reguladores de esteroles-
1c (Gilardi y cols. 2014), y por otras enzimas como la 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A
(HMG-CoA) vy colesterol 7a-hidroxilasa (CYP7AL) quienes participan en la sintesis del
colesterol y &cidos biliares, los cuales oscilan a lo largo del dia. Por lo tanto, el sistema
circadiano asegura que la sintesis de acidos biliares sea mas alta durante el periodo en que se
consume la mayor cantidad de alimento. En el higado, todos los miembros de la familia
PPAR presentan variaciones diurnas, PPARa que promueve la B-oxidacion de los acidos
grasos mitocondriales a través de su interaccion con el co-activador transcripcional PPARy
y PGC-1a (Yang y cols. 2006). PPAR promueve la utilizacion de acidos grasos al comienzo

de la noche (fase activa), lo que coincide con la busqueda de alimento (Li y cols. 2012).

La regulacion circadiana del metabolismo de los triglicéridos se logra a través de la expresion
ritmica de varias enzimas involucradas en la biosintesis de triglicéridos (Adamovich,y cols.
2014, Shostak y cols. 2013). Se sabe que la biosintesis de los lipidos esta regulada por las
proteinas de unidén a elementos reguladores del esterol (SREBP), una familia de factores de
transcripcion de bHLH-LZ (Goldstein y cols. 2006), lo que se considera como un enlace
regulador transcripcional entre SREBP y el sistema circadiano. Con lo anterior se ha
demostrado que el sistema circadiano participa en la expresion temporal de diferentes
enzimas y factores de transcripcion estan involucrados en la regulacién temporal de

diferentes variables metabdlicas.

4.2 Alteraciones circadianas y el desarrollo de enfermedades metabdlicas
Diversos estudios en modelos animales han demostrado que mutaciones del gen Clock, en
ratones, los animales desarrollan hiperfagia, hiperglucemia, hiperlipidemia y estatosis
hepética y alteraciones en el ritmo de ingesta de alimento (Turek y cols. 2005). Otro
componente esencial del reloj molecular en es el gen Bmall, cuya eliminacidn conduce a un

aumento de peso corporal a una edad temprana, asi como a alteraciones en el metabolismo
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de la glucosa, un incremento en las concentraciones de triglicéridos, acidos grasos libres y
colesterol en ratones (Rudic y cols. 2004 y Kenaway y cols. 2013). Ademas, ratones knockout
en este mismo gen, estos animales presentan alteraciones metabolicas tales como cambios en
la gluconeogénesis, menor capacidad de almacenamiento de grasa en el tejido adiposo,
aumento en los niveles circulantes de trigliceridos, acidos grasos libres y colesterol total, lo
cual se asocia a la acumulacion ectopica de grasa en el higado y el musculo esquelético
(Kondratov y cols. 2006 y Kondratova y cols. 2012, Shimba y cols. 2011). La mutacién del
gen Per2 se observan niveles elevados de insulina y lipidos en plasma asi como cambios en
la gluconeogénesis (Schmutz y cols. 2010). En lo que respecta a ratones doble KO para Cryl1
FICry2" presentan un incremento en los niveles de glucosa en sangre (Lamia y cols. 2008,
Lamiay cols. 2011). Con ello se demuestra que la maquinaria molecular del reloj circadiano

juega un papel fundamental en la homeostasis energética.

Al suprimir la funcion de los genes reloj en otros tejidos diferentes al NSQ, se muestran
diferentes alteraciones a nivel metabolico. En ratones con una delecion del gen Bmall
especifica para el musculo, muestran alteraciones en la captacion de glucosa en los miocitos
y un cambio en el metabolismo de los mismos (Dyar y cols. 2014, Dyar 2018 y Wada y cols.
2018). La eliminacion del gen Bmall en las células beta pancreaticas conduce a una
reduccion de la exocitosis de la insulina y estos animales desarrollan intolerancia a la glucosa
e hiperglucemia (Marcheva y cols. 2010 y Perelis y cols. 2015). Adicionalmente, ratones KO
para el gen Bmall en el higado, estos animales no logran exportar la glucosa almacenada en
el higado al torrente sanguineo durante el ayuno (Lamia y cols. 2008).

Dado que los osciladores periféricos son arrastrados principalmente por sefiales de
alimentacion y ayuno, las alteraciones en el tiempo, la cantidad o la composicion de la ingesta
de alimentos pueden afectar la funcion normal del reloj. En las Ultimas dos décadas, diversos
estudios han demostrado que no solo existe un control unidireccional del sistema metabolico
por el sistema circadiano, también existe una retroalimentacion por la cual el estado

metabolico afecta la regulacion del reloj circadiano en varios tejidos.

La ritmicidad circadiana se puede desorganizar por dos principales causas, la exposicion a
situaciones de desincronizacién como son cambios subitos en el ciclo de luz-obscuridad, por

ejemplo, el jet-lag, donde después de un viaje transmeridional los osciladores ajustan de
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nuevo su fase a los cambios ciclicos ambientales como resultado de esta resincronizacion
desaparecen los sintomas tipicos del desfase de horario. Otro ejemplo son los trabajos por
turnos nocturnos o rotatorios, se caracteriza por invertir los fases de actividad, condicion que
se sabe que produce alteraciones en la expresion del ritmo de la secrecion de hormonas como
cortisol y adrenalina, la temperatura corporal y el ritmo cardiaco, adicionalmente los sujetos
que estan bajo estos regimenes presenta alteraciones en la calidad del suefio, fatiga crénica,
irritabilidad y son méas propensos a desarrollo de obesidad, diabetes mellitus tipo 1l y ECV
(Ekel-Mahan y cols. 2013 y Kumar y cols. 2015).

Estudios en modelos murinos, demuestran que la actividad forzada durante la fase de reposo
produce incrementos en el peso corporal, adiposidad y tolerancia a la glucosa asi como
alteraciones en el perfil temporal de los genes reloj. La restriccion de alimento en horarios
en los que regularmente no ocurre la ingesta, reinicia por completo el funcionamiento de los
osciladores periféricos y altera el balance energético (Stokkan y cols. 2001). Adicionalmente,
cambiar el horario de alimentacion a la fase de reposo causa alteraciones en la fase de
expresion de los genes Bmall, Clock y Perl en el higado de ratas, la perdida de la ritmicidad
de algunos genes controlados por el reloj (GCR), como PPARa y Nampt, lo que conlleva a
un estado de desincronizacion dentro del propio higado (Salgado-Delgado y cols. 2013). Otro
estudio en ratones alimentados exclusivamente durante la fase de reposo causa alteraciones
en la fase de expresion de los genes Perl,2 y3'y Cryl, a nivel metabdlico se ven alterados los
genes Dbp y Rev-erba, los cuales invierten por completo su ritmo en el higado, contrario a
lo observado en el NSQ donde la ritmicidad de estos genes no se ve alterada. Lo que sugiere
que las sefiales activadas por los alimentos actian como Zeitgebers dominantes en los
osciladores de los tejidos periféricos, ademas que el momento de alimentacion puede causar

un desacoplamiento del a nivel periférico (Damiola y cols. 2000).

4.3 Enfermedades metabolicas y su asociacion con la ritmicidad circadiana
Las alteraciones metabdlicas y la obesidad tienen un impacto en la generacién y expresion
de la ritmicidad circadiana. Ratas obesas Zucker las cuales cuentan con una mutacién en el
gen receptor de la leptina, se ha encontrado que la expresion de los ritmos circadianos de
actividad, la ingesta de alimento y la temperatura corporal exhibe un avance de fase y una
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disminucion en la amplitud del ritmo (Fukagawa y cols. 1992). En modelos de ratones
obesos, diabéticos ob/ob, se demostré que se interrumpe el mecanismo molecular de los
tejidos periféricos en el higado y tejido adiposo (Ando y cols. 2005, 2011). Ademas, en ratas
diabéticas, la expresion del gen Clock se altera en el corazén, el higado y el rifién (Oishi y
cols. 2004).

Por otra parte, la ingesta de dietas altas en grasa, ad libitum, tiene efectos importantes en la
organizacion temporal de roedores, los cuales incluyen cambios en la expresion de los ritmos
actividad locomotora, ingesta de alimento y alteraciones en la expresion de genes reloj en el
higado y tejido adiposo (Kohsaka 2007). En ratones machos C57BL/6 el consumo de una
dieta alta en grasas induce a un aumento en la masa corporal, niveles altos de triglicéridos
plasmaéticos y hepéticos, bajos niveles de adipocinas antiinflamatorias, alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, estatosis hepética, asi como una sobre expresion de proteinas
lipogénicas lo cual se asocia con un decremento en la expresion de PPARa y carnitina
palmitoiltransferasa | (CPT-1) en el higado, y una disminucién de la expresion de PPAR

gamma y adiponectina en el tejido adiposo blanco (Leung y cols. 2003).

Se ha demostrado gue la ingesta de una dietas hipocaldricas tiene efectos en los patrones de
expresion diurna de los genes Per2 y Cryl en el NSQ, asi como avances en la fase del ritmo
en la actividad locomotora y en los niveles de expresion de ARNm de vasopresina (Mendoza
y cols. 2007). Feillet y colaboradores (2006) mostraron que la alimentacion hipocalorica
incremento la expresion del RNAm de Cryl y una disminucion en la expresion de Bmall en
el NSQ. Lo que sugiere que los genes del reloj podrian desempefiar un papel importante en
la retroalimentacién de informacion sobre el estado de los nutrientes de la dieta al NSQ. Una
de las sefiales que posiblemente podrian estar involucrar son los niveles circulantes de AMP
(Zhang y cols. 2006), lo que podria indicar que el estado energético pueden influir en

alteraciones del sistema circadiano.
4.4 Malnutricion materna y alteraciones en la ritmicidad circadiana de la descendencia

En modelos animales, se ha estudiado el efecto de la exposicion de la descendencia a un
ambiente intrauterino metabdlicamente desregulado, durante los periodos criticos del

desarrollo. Por una parte, se han realizado estudios en roedores utilizando dietas isocaldricas,
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en los que se ha encontrado que la desnutricion materna tiene efectos permanentes en
diversos aspectos de la descendencia, que van desde bajo peso al nacer, crecimiento
compensatorio durante las primeras semanas de vida y en la edad adulta exhiben alteraciones
tanto a nivel del sistema nervioso como central, metabdlico y conductual (Lukaszewski y
cols. 2013).

La ingesta de dietas deficientes en proteinas durante la gestacion tiene efectos importantes
en la descendencia a nivel del transcriptoma, alterando la expresion de un grupo de genes
que funciona como una red que controla el metabolismo y otros procesos celulares a nivel
hipotalamico (Orozco-Solis y cols. 2010), incluyendo el funcionamiento del reloj molecular,
en donde el patrén temporal de expresion de Perly Bmall se encuentran alterados (Orozco-
Solis y cols. 2011). Por el contrario, el consumo de dietas hipercaloricas durante la gestacion
en la descendencia produce un aumento en el peso, hiperlipidemia e hiperglicemia asi como
alteraciones en la ritmicidad circadiana una disminucion en la amplitud de la oscilacion de
los genes reloj en el tejido adiposo, higado y pancreas (Hsieh y cols. 2010). En ratones
machos C57BL / 6 de 3 a 4 semanas de edad e observaron cambios en los ritmos de glucosa,
insulina, leptina, adiponectina, y corticosteroides (Barnea y cols. 2009), mientras que a nivel
conductual se han mostrado alteraciones en la amplitud y en el periodo del ritmo bajo
condiciones constantes asi como un incremento en el consumo de alimento en el periodo de
reposo (Kohsaka y cols. 2007, Mendoza y cols. 2007). Ademas, la exposicién materna a una
dieta obesogénica y posteriormente el consumo de una dieta alta en grasas postnatalmente,
en la decadencia se observaron alteraciones en la expresion del ARNm de los genes Clock,
Bmall, Rev-erba, Cry, Per, Ppara, Sirtl en el higado (Borengasser y cols. 2014) y presenta
mayor suceptibilidad a desarrollar trastornos del comportamiento como ansiedad, depresion

y déficit de atencion (Sullivan y cols. 2014).

En modelos murinos se ha encontrado que el consumo de dietas altas en carbohidratos y
lipidos durante la gestacion, tiene efectos importantes sobre el funcionamiento del sistema
circadiano de la descendencia quienes en la edad adulta exhiben importantes cambios en la
temporalidad de la expresion de los genes Perl, Per2, y Clock en el pancreas, asi como el
gen Bmall en el higado (Carter y cols. 2014, Mouralidarane y cols. 2015). Por otra parte, la

descendencia de madres que consumieron una dieta alta en grasas y sacarosa presentan altos
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niveles de triacilglicéridos y glucogeno hepaticos, altos niveles de glucosa e insulina

plasmatica desarrollan esteatosis hepatica (Kjaergaard y cols. 2014).

5. El conejo europeo como modelo de sindrome metabdlico

El estado nutricional materno es un factor determinante para el porvenir metabdlico de la
descendencia, existen diversos modelos animales que han sido empleados para manipular el
estado nutricional de la madre durante la gestacion y poder estudiar las diferentes patologias
que se desencadenan en la descendencia. ComUnmente en dichos estudios son utilizados los
roedores a pesar de que estos modelos presentan serias limitaciones para el estudio del SM,
ya que tienen diferencias considerables respecto a las caracteristicas en el metabolismo

lipidico, el sistema cardiovascular y el tipo de placenta que presentan respecto al ser humano.

En los ultimos afios el conejo Europeo (Oryctolagus cuniculus) ha generado gran interés
como modelo experimental, para el estudio de los efectos a largo plazo de la administracién
de dietas hipercolesterolémicas, el desarrollo de hiperlipidemia y arterioesclerosis. Los
conejos, al igual que los seres humanos, presentan altos niveles de apoliproteina B y de
proteina de transferencia de los ésteres de colesteroles, un importante regulador de transporte
reverso del colesterol (Picone y cols. 2011, Yamashita y cols. 2006), por lo que es una especie
sensible a las grasas de tal forma que desarrollan patologias relacionadas con ECV (Waqar y
cols. 2010). Por lo que el conejo ha sido adoptado como modelo de hiper-trigliceridemia
postprandial y acumulacion de grasa visceral, debido a que la distribucion del tejido adiposo
en los conejos parece ser mas cercano a la disposicion presente en el ser humano (Zhao y

cols. 2007, Hue-Beauvais y cols. 2011).

Otro aspecto relevante de este modelo, es el tipo de placenta que poseen los conejos poseen
una placenta hemocorial, la cual conecta directamente al corion del tejido fetal con la sangre
materna. Se distingue por el nimero de capas que hacen la funcién de barrera entre el tejido
materno y el tejido fetal. La placenta de los humanos posee una capa, por lo que se dice que
es de tipo hemo-monocorial, el conejo posee dos capas celulares, es decir del tipo
hemodicorial y es hemotricoral para las ratas y ratones, con tres capas celulares. EI nimero
de capas que separan al tejido materno del tejido fetal es considerado como un factor que

puede modificar la transferencia de los nutrientes entre la madre y el feto (Furukawa y
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Kuroda 2014). Por lo tanto, la anotomia y fisiologia de la placentas en los conejos representa

una ventaja en los estudios sobre el transporte materno in Gtero (Thornburg y cols. 2010).

En nuestro grupo de investigacion, se ha implementado un modelo de sobre-nutricion
materna en conejas Chinchilla, mediante la administracion de una dieta desequilibrada (alta
en grasas y carbohidratos: colesterol 0.1%, aceite de soya 4% Yy azUcar refinada 15%). El
consumo de esta dieta en conejas adultas en etapa reproductiva, se asocia con un incremento
en la ingesta calorica aportada por los carbohidratos y por los lipidos, respecto a las hembras
alimentadas con dieta estandar. Adicionalmente, el consumo crénico de una dieta induce
dislipidemia e hiperglucemia en las hembras, lo cual puede inducir un ambiente intrauterino

desequilibrado para el desarrollo fetal de la descendencia (Navarrete y cols. en proceso).

1. JUSTIFICACION

El SM es un importante problema de salud, en la actualidad el 53.7% de mujeres mexicanas
en edad reproductiva lo presentan. Por lo tanto, resulta de suma importancia conocer el efecto
del estado metabolico materno sobre la salud de sus descendientes a nivel cronostatico y
metabolico, a lo largo de su vida.

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que la ingesta caloria excesiva debida al
consumo cronico de una dieta alta en grasas y carbohidratos, previo y durante la gestacion,
condiciona a la descendencia a exhibir alteraciones en la regulacion cronostatica y
metabolica provocando cambios espontaneos en la expresion de diferentes patrones diurnos
a nivel metabdlico, fisioldgicos y conductuales desde etapas tempranas de la vida, los cuales
son un claro indicador de que los mecanismos de generacion de la ritmicidad circadiana a
nivel central o periférico podrian estar siendo alterados por la condicién materna.
Consideramos que dichos cambios pueden estar asociados a alteraciones en la relacién de
fase entre los osciladores y marcapasos circadianos. Por lo anterior el presente trabajo se
enfoca en conocer los efectos de la sobre-nutricion cronica materna debido al consumo de
dietas altas en grasas y carbohidratos, asi como el consumo directo de la misma en etapas
postnatales, en la descendencia de conejos sobre la regulacién de la maquinaria molecular de

osciladores circadianos a nivel central y periférico.
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I11.  HIPOTESIS

La sobre-nutricibn materna por el consumo cronico de una dieta alta en lipidos y
carbohidratos produce alteraciones en la regulacion cronostatica y metabdlica en la
descendencia. Es posible que dichas alteraciones estén asociadas a cambios en expresion de
los componentes moleculares del reloj circadiano a nivel central y periférico, los cuales

podrian verse exacerbados por una segunda exposicion a la misma dieta en la edad adulta.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Establecer el efecto de la sobre-nutricion cronica materna por el consumo de una dieta alta
en grasas y carbohidratos, asi como el consumo directo de la misma (reto alimenticio) sobre
la expresion de los componentes asociados al reloj molecular a nivel central y periférico, en

la descendencia.

4.2 Objetivo especificos
En la descendencia obtenidos de hembras alimentadas con una dieta estandar (CON) y de
hembras alimentadas con una dieta alta en lipidos y carbohidratos (SN), los cuales fueron

expuestos en la edad adulta a un reto alimenticio:

1. Determinar el peso corporal y la ingesta de alimento, previo y posterior al reto alimenticio.
2. Caracterizar el perfil temporal metabdlico.

3. Evaluar la presencia de dafio hepatico.

4. Determinar la expresion de los genes reloj Perl, Cryl, Bmall y Clock en el marcapasos
central (NSQ).

5. Determinar la expresion de los genes reloj Perl, Cryl, Bmall y Clock en el oscilador

periférico (higado).
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Sujetos y alojamiento

El presente proyecto se llevo a cabo de acuerdo a los lineamientos establecidos en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, sobre las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Asi como los lineamientos para el
cuidado y uso de animales de laboratorio contenidos en el codigo ético para el personal
académico del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. EI protocolo fue
previamente revisado y aprobado por la Comisién Institucional para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomédicas (permiso nimero 098).

5.1.1 Obtencion y tratamiento de la descendencia

Para realizar dicho estudio se utilizaron un total de 48 conejos chinchilla (Oryctolagus
cuniculus) de 440 dias de edad. Estos fueron obtenidos de la colonia ubicada en el bioterio
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Estos animales fueron mantenidos en
jaulas individuales (120 cm de largo x 60 cm de ancho x 45 cm de altura), bajo un fotoperiodo
(L:D) de 12 horas luz y 12 horas obscuridad (encendido de las luces 9:00 y el apagado a las
21:00 horas), con una temperatura controlada entre 22°C + 2°C y una humedad relativa de
40-60%.

Los conejos con los que se trabajo provenian de dos grupos experimentales:

e Grupo Control (CON): Corresponden a las crias de madres alimentadas con una
dieta estandar.

e Grupo Sobre-nutrido (SN): Crias obtenidas de madres alimentadas con una dieta
desequilibrada durante la gestacion, (alimento estdndar suplementado con 4% de
aceite de soya, 0.1% de colesterol y 15% de azUcar refinada).

Ambos grupos recibieron agua y alimento estandar ad libitum durante todo el experimento
(Figura 9).
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Figura 9. Esquema representativo del protocolo de alimentacion y manipulaciones experimentales realizadas en la descendencia de conejos Chinchilla.

A los 410 dias los animales estaban divididos en dos grupos: CON (animales obtenidos de madres que consumieron una dieta estandar previo y durante la gestacion) y
el grupo SN (animales de obtenidos de madres que consumieron una dieta alta en grasa y carbohidratos). Ambos grupos desde el destete hasta los 410 dias de edad
consumieron un alimento CON. A los 440 dias de edad ambos grupos de animales se sometieron a un reto alimenticio los cuales se subdividieron en 4 grupos: El grupo
CON-CON (condicion materna: CON; tipo de dieta durante el reto; CON), CON-SN (condicion materna: CON; tipo de dieta durante el reto: SN), SN-CON (condicion
materna: SN; tipo de dieta durante el reto: CON) y el SN-SN (condicion materna: SN; tipo de dieta durante el reto: SN). Las letras CON representan el consumo de
alimento estandar y SN representa el consumo de alimento alto en grasas y carbohidratos. Se muestran las manipulaciones experimentales realizadas en este estudio.
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5.1.2 Tratamiento nutricional con alimento alto en grasas y carbohidratos consumido por la

descendencia

A los 440 dias de edad los conejos se sometieron a un reto metab6lico durante un mes, el
cual consistié en proporcionarles una dieta con alimento estandar (CON) o alto en grasas y
carbohidratos (SN). Para tal motivo los sujetos de ambos grupos (CON y SN) se
subdividieron en 4 grupos experimentales (Tabla 4). La primera condicion representa la dieta
que recibid la madre durante la gestacion (condicion materna), y la segunda representa la

dieta que consumieron postnatalmente (reto alimenticio).

Tabla 4. Grupos experimentales y tratamiento nutricional de la descendencia.

Grupos Condicion Reto Abreviaturas
experimentales materna alimenticio del grupo
Control-Control Control Control CON-CON
Control- Sobrenutrido Control Sobre-nutrido CON-SN
Sobrenutrido-Control Sobre-nutrido Control SN-CON
Sobrenutrido- Sobrenutrido | Sobre-nutrido Sobre-nutrido SN-SN

Todos los animales recibieron agua y alimento ad libitum durante todo el experimento
(Figura 10).
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1
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/ Tipo de dieta consumida durante el reto alimenticio (CON o SN)
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Tiempo del consumoo de la dieta en semanas

SN: alimento estandar suplementado:
0.1% COL, 4% Aceite de soya and 15% aztcar refinada

Figura 10. Esquema representativo del tratamiento nutricional que recibi6 la descendencia durante el reto
alimenticio. El grupo CON-CON (condicion materna: CON; tipo de dieta durante el reto: CON), CON-SN
(condicién materna; CON; tipo de dieta durante el reto: SN), SN-CON (condicién materna: SN; tipo de dieta
durante el reto: CON) y SN-SN (condicion materna: SN; tipo de dieta durante el reto: SN). EI * representa el
tipo de dieta que consumié la madre previo y durante la gestacién (condicién materna) y la v representa el tipo
de dieta consumida durante el reto alimenticio.

A diferencia de lo que ocurre en roedores, no existe una dieta comercial suplementada para
conejos, por tal motivo, nos dimos a la tarea de elaborar la dieta que le fue administrada a los
grupos (CON-SN y SN-SN). La composicion nutricional de cada tipo de dieta se muestra en
la Tabla 5.

Para tal efecto, los pelets del alimento estandar fueron pulverizados con ayuda de un molino
marca (TORREY M-22-RW-1, México), después el alimento fue suplemento con 0.1%
colesterol, 4% aceite de soya y 15% de azucar refinada, posteriormente el alimento fue

peletizado y secado a temperatura ambiente.
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Tabla 5. Contenido nutricional de las dietas (por 100g de alimento) administradas a las madres pie de cria.

Dieta estandar

Composicién Dieta estandar
suplementada
Humedad 5.61% 12.80%
Proteina cruda 15.73% 11.22%
Lipidos 3.83% 5.58%
Minerales Totales
) 11.56% 7.58%
(Cenizas)
Fibra Cruda 15.39% 10.21%
Carbohidratos 47.87% 52.61%
Energia Metabolizable

2542.57 2609.15

Kcal/Kg

5.2 Determinacion de metabolitos en suero de la descendencia

Con la finalidad de caracterizar el patrén diurno metabdlico de la descendencia a los 440 dias
de edad, fueron determinados los niveles séricos de glucosa (GLU), acidos grasos no
esterificados (AGL), triglicéridos (TAG), colesterol total (COL), colesterol de alta y baja
densidad (HDL y LDL) y glicerol (GLI).

Para tal efecto los animales fueron sometidos a un ayuno de 15 horas, posteriormente las
muestras fueron obtenidas cada 6 horas en los siguientes horarios 9:00, 15:00, 21:00 y 3:00
(los cuales corresponden a la hora del sincronizador a ZT 00, ZT 06, ZT 12 y ZT 18,
respectivamente). Para tal motivo, los animales se colocaron en un cepo de manta para
impedir su movilidad, en la arteria central de la oreja se les implanto un catéter (SURFLASH
1.V con punzocat amarillo 24G*®4)" de 19 mm (THERMO, Jap6n) y la sangre fue colectada
en un tubos Vacutainer de 3 ml. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 3,500
rpm, durante 15 min y el suero fue colectado en tubos eppendorf de 0.5 ml, los cuales fueron

almacenadas a -70 °C para su posterior analisis por colorimetria (Kits Randox®, USA).
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5.3 Obtencidn y procesamiento de tejidos de los animales

Los animales fueron sacrificados a los 470 dias de edad, en los siguientes horarios a las 9:00
y 21:00 horas, las cuales corresponden a la hora del sincronizador en ZT 00 y ZT 12,
respectivamente. Los animales fueron colocados en un cepo de manta para impedir su
movilidad, fueron expuestos a una dosis de 3 mL de sevoflurano inhalado (Abbott, México)
y en la vena marginal de la oreja izquierda se les inyectd una sobredosis 30 mg/kg de
pentobarbital (Pisabental®, Pisa Agropecuaria, México). Posteriormente, los animales
fueron decapitados con ayuda de una guillotina e inmediatamente se obtuvo el cerebro. Se
realizd un corte longitudinal dividiéndolo en los dos hemisferios, la mitad del cerebro se
coloco en 2-metilbutano (J.T. Baker®, USA) y se mantuvo a -20°C, posteriormente, con
ayuda de un microscopio esteroscépico, se realiz6 un corte en forma de piramide que contenia
el hipotdlamo anterior e inmediatamente fue colocado en tubos de 1.5 ml conservados en
RNAlIater, respecto al higado se pes6 e inmediatamente se colocé en nitrogeno liquido y fue

disecado finalmente ambos tejidos fueron almacenados a -70 °C hasta su uso.

5.3.1 Marcadores bioguimicos de dafio hepatico y andlisis histoldgico del higado
Con la finalidad de determinar el efecto sobre-nutricion crénica materna por el consumo de
dietas alta en grasas y carbohidratos, asi como el consumo directo de la misma (reto
alimenticio) en los cuatro grupos bajo estudio, a los 440 dias de edad se evaluaron los niveles
séricos de la gamma glutamil transferasa (GGT), bilurubina (BIL), aspartato amino

transferasa (ASL) y alanina aminotransferasa (ALT), mediante colorimetria.

Con la finalidad de determinar esteatosis hepatica, se realizé un analisis histolégico de este
tejido. Para tal efecto, un bloque de a aproximadamente 2.5 x 3 cm de higado fue expuesto a
un tren de fijacion, iniciando con formalina al 4%, durante 2 dias, seguido de concentraciones
crecientes de sacarosa (10%, 20% y 30%), durante 2 dias en cada concentracion,
posteriormente, los higados se congelaron a -20 °C. Finalmente, se realizaron 4 cortes
seriados de 7 um de grosor del I6bulo principal, los cuales fueron realizados con un criostato
(Microm HM520, International GmbH, Alemania), a -27 °C.

Para la identificacion de estructurales locales (hepatocitos, espacios sinusoidales y nucleos

hepaticos), presencia de macrovesiculas y satelitosis, se realizo la tincion de hematoxilina
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eosina (HE). Mientras que para identificar gotas lipidicas, se realizd la tincidn de ojo oleoso
(RO). Para identificar presencia de colagena, se llevé acabo la tincion tricromica de Masson
(TM). Todas estas tinciones fueron realizadas mediante procedimientos estdndar. Para
realizar la evaluacion histologica, las secciones fueron digitalizadas con un microscopio de
campo claro (Olympus BX51, Life Science Solutions, USA) acoplado a una cdmara Réflex
(EOS Rebel T5i, Canon®, USA).

En el caso de las secciones tefiidas con HE, se utilizo una magnificacion de 4x para identificar
macrovesiculas, y 20x para presencia de inflamacion. En el caso del RO se utilizé una
magnificacion de 4x para la identificacion de microvesiculas. Finalmente para TM se
obtuvieron imagenes con una magnificacion 20x para identificar coldgena. Fueron
digitalizadas tres secciones por sujeto en cada tincion, para ello cada corte se subdividio en
area superior e inferior y en cada area se localizaron las tres zonas del acino hepatico (1,2 y

3), se utiliz6 como punto de referencia la vena central.

5.4 Extraccion RNA total
5.4.1 Extraccion RNA total de hipotadlamo

La extraccion del RNA total del hipotalamo del cerebro de conejos machos, se realizé
mediante el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus (Zymo Research, USA) siguiendo las
especificaciones del proveedor. Inicialmente, la muestra fue lisada con un homogenizador
(TissueRuptor, Qiagen, USA) y solucion TRIZOL Reagent®. La muestra se centrifugd con
la finalidad de separar los restos celulares de la fase acuosa, se recuperé cuidadosamente el
sobrenadante, y se le adiciond un volumen de etanol al 100% y se mezclé por inversion. Para
eliminar el DNA gendmico, la muestra fue tratada con DNAsa | (RNAse-Free, DNAse Set,
Qiagen, USA) durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, se lavé dos
veces con el buffer del kit RNA PreWash, para asegurar la eliminacion completa del buffer
de lavado se utiliz6 el Wash Buffer. Finalmente, el RNA total se eluyd con agua libre de
RNAsas.

Con el fin de verificar el grado de integridad del RNA total obtenido, se realiz6 una
electroforesis en un gel de agarosa al 1 % con TBE 1x, tefiido con SYBER green. La
concentracion y pureza del RNA obtenida con una relacion A260/280, fueron cuantificadas
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mediante el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Los resultados se pueden

consultar en el apartado de Anexos A.

5.4.2 Extraccion RNA total de higado

La extraccion del RNA total del higado de conejos machos se realizd mediante el kit
RNeasy® Mini Kit Quick-Start (Qiagen, USA), a partir de 30 mg de tejido congelado a -70
°C, siguiendo las especificaciones del proveedor. Inicialmente, la muestra fue lisada con un
homogenizador y solucion RLT + mercaptoetanol. La muestra se mantuvo en temperatura
ambiente 20 minutos y centrifug6 con la finalidad de separar los restos celulares de la fase
acuosa, se recuperd cuidadosamente el sobrenadante y se le adicion6 un volumen de etanol
al 70% el cual fue mezclado por inversion. Posteriormente, se recuperd 700 ul de la muestra
y se coloco en las columnas RNesy Mini. Para eliminar el DNA genémico, la muestra fue
tratada con DNAsa | (Qiagen, USA) durante 20 minutos a TA. Transcurrido ese tiempo, se
lavé una vez con la solucién del kit RW1, y dos veces con Buffer RPE para asegurar la
eliminacion completa del buffer de lavado. Finalmente, el RNA total se eluy6 con agua libre
de RNAsas.

Con el fin de verificar el grado de integridad del RNA total obtenido, se realiz6 una
electroforesis en un gel de agarosa al 1 % con TBE 1x, tefiido con SYBER Green. La
concentracion y pureza del RNA de la misma forma antes mencionada. Los resultados se
pueden consultar en el apartado de Anexos A.

5.5 Sintesis de cDNA para hipotalamo e higado.

Transcripcion Reversa: la sintesis de cDNA se realiz0 a partir de 1 pg de RNA, utilizando la
enzima transcriptasa reversa (Sigma, Roch, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Fue utilizado: 1ul de Oligo DT, 1ul de Random Primer, 2 ul dNTP’s, 4 pl Buffer RT [5x] y
0.5 pl de RNAsa out. EI cDNA fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso.

5.6 Estandarizacion de la qRT-PCR

Se utilizaron sondas Tagman marcadas con FAM, las cuales fueron disefiadas por Applied
Biosystem de secuencias especificas para los genes enddgenos (Thp, Gapdh, Hprt, Tub,
H2afv y Pppia) y para los genes blanco o de interés Bmall, Clock, Perl y Cryl con la
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referencia a la especie Oryctolagus cuniculus. La descripcion detallada de las secuencias se

puede consultar en la parte de Anexos B.

El volumen de la reaccion total fue de 10 pL, utilizando para ello 10 pL de Master Mix (2x),
1 uL de cada ensayo [10mM], después de las curvas de validacion se determind utilizar 10

ng de cDNA como templado y por Gltimo 4 pL de agua grado biologia molecular.

La expresion de todos los genes fue cuantificada por el método de comparacion relativa de
Ct. Para ello, se calculo la fase exponencial de la amplificacion de la florescencia del
reportero. Se utilizo el método 2 24t para calcular los cambios relativos en la expresion de
cada gen. Las condiciones de amplificacién utilizadas en todas las corridas fueron: 50 °C
durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos, 45 ciclos a 95 °C por 15 segundos, 60 °C por
1 minuto, y finalmente 25 °C durante 10 minutos. Cada ensayo se realiz6 por triplicado. Los
datos fueron obtenidos de un ciclador de PCR Tiempo real Rotor-Gene Q (Qiagen, USA), el
programa utilizado para la obtencion de los datos fue Q-Rex Software, Copyright ©2010
(Qiagen GmbH, USA).

5.6.1 Estandarizacion de la PCR tiempo real por el método comparativo 224 en hipotalamo

Para poder aplicar este método fue necesario primero validar las eficiencias de amplificacion
de las sondas utilizadas, para ello, se realizd una curva estandar a partir de 5 diluciones de
cDNA: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625 y 1:3125. Los valores del Ct que se obtuvieron a partir de la
amplificacion se graficaron para realizar una regresién semi-logaritmica. La regresion

cumplié sus dos parametros necesarios:

Valor de la pendiente -3.1 a -3.58
indice de correlacion (R?) de 0.99

Con ello se asegura la eficiencia del 100% de los ensayos durante la reaccion. En la Tabla 6
podemos observar los valores correspondientes a la pendiente y los indices de correlacion
para cada uno de los genes evaluados en este trabajo.

Las curvas de expresion y eficiencia para cada uno de los genes utilizados en este estudio se

encuentran en la parte de anexos C.
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Tabla 6. Curvas de eficiencia, valor de la pendiente y R?.

Nombre del Valor de S
gen la pendiente R Eficiencia
Gapdh -3.42 0.99 0.96
Hprt -3.56 0.99 0.91
Ppia -3.58 0.99 0.95
H2afv -3.38 0.99 0.98
p-actina -3.57 0.96 0.91
Thp -3.36 0.99 0.98
Tub -3.58 0.99 0.90
Perl -3.48 0.99 0.94
Cry 1 -3.36 0.99 0.98
Bmal 1 -3.39 0.99 0.97
Clock -3.55 0.99 0.92

Posteriormente, con la finalidad de validar la normalizacion en la expresion de todos los
genes endogenos (Gapdh, Hprt, Pppia H2afv, g-actina, Tbp y Tub) respecto a cada gen
blanco (Perl, Cryl, Bmally Clock) en cada una de las diluciones (1:5, 1:25, 1:125, 1:625 y
1:3125), se realizd una regresion lineal, la cual se obtuvo a partir del Log de la concentracion
de cada dilucién respecto a la diferencia del promedio de la expresion del Ct del gen
enddgeno y el promedio de la expresion del Ct del gen blanco. La regresion cumplié con el
siguiente parametro:
Valor de la pendiente: -0.1a 0.1

En la Tabla 7 podemos observar los valores correspondientes a la pendiente para cada uno
de los genes bajo estudio. Las curvas de normalizacion se encuentran en la parte de Anexos
D.
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Tabla 7. Curvas de normalizacion. Valores de la pendiente de los genes endégenos vs genes blanco.

Gen Perl Cryl Bmall Clock Diluciones
enddgeno m m M M
Hprt 0.09 -0.1 -0.02 0.03 1:54a 1:625
H2afv -0.01 -0.10 0.005 -0.08 1:5a1:312
Ppia 0.1 0.11 0.002 0.06 1:54a 1:625
Thp -0.11 -0.007 NF NF 1:5a1:125
Tub 0.09 0.11 -0.15 NF 1:5a1:125
Gapdh NF NF -0.03 0.08 1:25a1:312
B-Act NF NF NF 0.02 1:5a1:125

NF: Valor de la pendiente fuera del rango establecido

Los genes Thp, Tub, Gapdh y B-Act mostraron un valor de la pendiente fuera del rango

permitido. Por lo tanto, se descartaron como posibles genes de referencia.

Una vez normalizados los genes y obtenidas las diferentes diluciones en las que se encontrd
el mejor rango dindmico. Se procedio analizar la estabilidad de los genes endégenos (Hprt,
Ppia y H2afv) obtenidos como los mejores genes de referencia mediante el programa
NormFinder, el cual utiliza un modelo de analisis de varianza en los datos de expresion, lo
que permite hacer una evaluacién comparando los niveles de expresion en las distintas
condiciones (CON-CON, CON-SN, SN-CON y SN-SN) vy los diferentes tiempos (ZT00 y
ZT 12).

El objetivo de NormFinder es la identificacion del mejor gen de referencia con una variacion
entre los grupos lo mas cercana a cero como sea posible (Andersen y cols. 2004).

En este estudio se utiliz6 como gen de referencia a Ppia para el hipotdlamo. Los resultados

obtenidos por NormFinder se muestran en la parte de Anexos E.
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5.6.2 Estandarizacién de la PCR tiempo real por el método comparativo 222t en el higado

Una vez validadas las eficiencias de amplificacion de los genes blancos y enddgenos, asi
como el rango dindmico de trabajo en el hipotdlamo. En el higado solo fue necesario
seleccionar la dilucion Optima dentro del rango dinamico ya establecido. Para ello se
probaron las diluciones, antes mencionadas, en todos los genes endogenos y blancos de
interés. La dilucion de cDNA con la que se trabajo fue 1:25. Posteriormente, el resto de los
genes enddgenos y blancos de interés se evaluaron comparando los niveles de expresion en
las distintas condiciones (CON-CON, CON-SN, SN-CON y SN-SN) y en los tiempos (ZT
00y ZT 12). Finalmente, se procedid a analizar la estabilidad de los genes endégenos (Hprt,
Ppia y H2afv) y se obtuvo el mejor gen de referencia mediante el programa NormFinder.
Para este caso el mejor gen de referencia fue H2afv. Los resultados obtenidos por el
NormFinder se muestran en la parte de Anexos F.

5.7 Andlisis cuantitativo de la expresion génica por el método 244t en hipotalamo e higado.

Con la finalidad de calcular los cambios relativos de la expresion del RNAm de los genes de
la maquinaria molecular del reloj circadiano en el hipotdlamo y en el higado se utilizo el

método comparativo 2 22, de la siguiente manera.

1.- Se calcula el primer ACt = Ct (gen de interés de la muestra)- Ct (gen referencia utilizado
como normalizador), donde Ct (muestra) y Ct (normalizador) es el ciclo al cual la muestra 'y
el normalizador respectivamente alcanzan el nivel de umbral de fluorescencia en el ensayo
de PCR en Tiempo Real.

2.- Se calcula el AACt: AACt =ACt (muestra de interés)- ACt (calibrador).

Se utiliza la muestra control (no tratado) como calibrador. En este caso, el AACt del

calibrador es 0 y su expresion relativa 2° es igual a 1, por definicion.

3.- Finalmente para realizar el céalculo en la expresion relativa del RNAm se utiliza la

siguiente formula:

Expresion relativa = 2 “4A¢t
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Con el fin de determinar el efecto de la sobre-nutricion materna y el consumo directo de la
misma sobre la expresion de los genes de la maquinaria del reloj molecular (Bmall, Clock,
Cryl y Perl) en cada una de las condiciones bajo estudio entre dos puntos del ciclo
luz/obscuridad (ZT 00y ZT 12) en ambos tejidos. Los datos fueron analizados mediante una

ANOVA de dos vias seguida de una prueba post hoc de Fisher.

5.8 Andlisis de datos del perfil metabdlico en suero

Con la finalidad de identificar cambios a lo largo del dia en los niveles séricos de los

diferentes metabolitos, estos se evaluaron usando una ANOVA de una via.

Para determinar una oscilacion de los diferentes metabolitos en suero, con un periodo de 24
horas se realizé un ajuste COSINOR, del cual se obtuvieron la acrofase, el mesor, laamplitud,
el porcentaje de ritmicidad. El andlisis ajusta los datos a una funcidn cosenosoidal mediante
la expresion matematica de minimos cuadrados.

Para evaluar si las variables bajo estudio (GLU, COL, LDL, HDL, AGL y TAG) presentan

una oscilacion ritmica, se tomaron en cuenta tres criterios:

1.- Valor de significancia menor a 0.05, obtenido a partir de la ANOVA de una via
2.- Porcentaje de ritmicidad mayor al 50%, obtenido a partir del analisis COSINOR
3.- Valor de significancia menor a 0.05, obtenido a partir del analisis COSINOR

Se considero ritmico al cumplirse dos de los tres criterios mencionados anteriormente.

Con el fin de determinar el efecto de la sobre-nutricion materna y el consumo directo de la
misma en los niveles séricos de cada metabolito entre los grupos en los diferentes puntos
temporales del ciclo luz/obscuridad, los datos fueron analizados mediante una ANOVA de
dos vias, seguida de una prueba post hoc Bonferroni/Dunn.

Todos los datos fueron analizados mediante el paquete estadistico StatView (SAS, Estados
Unidos).
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VI. RESULTADOS

6.1 Peso corporal previo y posterior al reto alimenticio

En cuanto al efecto de la sobre-nutricion crénica materna por el consumo de dietas alta en
grasas y carbohidratos, asi como el consumo directo de la misma (reto alimenticio) sobre el
peso corporal, el analisis de varianza solo mostro diferencias significativas en la interaccion
(Grupo: F(3.353=1.8, p=0.1; Reto: F(1,353=23.3, p=0.11; Interaccion: F353y=3.6, p=<0.0001).
Previo y posterior al reto alimenticio, los animales de los cuatro grupos bajo estudio

mostraron una tendencia similar en el peso corporal (Figura 11).

PRE POST

Peso (g)

Figura 11. Promedio del peso corporal en gramos de conejos Chinchilla (Oryctolagus cuniculus) en edad
adulta. Previo y posterior al reto alimenticio. Las barras azules representan a los animales de madres que
consumieron una dieta estandar durante la gestacion y postnatalmente consumieron alimento estandar (CON-
CON), las barras verdes representan a los animales obtenidos de madres que consumieron una dieta estandar
durante la gestacion y postnatalmente consumieron la dieta desbalanceada (CON-SN), las barras rojas
representan a los animales obtenidos de madres que consumieron una dieta desbalanceada durante la gestacion
y postnatalmente consumieron una dieta estandar (SN-CON) y las barras color rojo obscuro representan a los
animales obtenidos de madres que consumieron una dieta desbalanceada durante la gestacion y postnatalmente
tuvieron una segunda exposicion a la dieta desbalanceada (SN-SN). Las valores estan representados como
medias + E.E.
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6.2 Ingesta de alimento

Respecto a la ingesta de alimento, previo al reto alimenticio, el analisis de varianza mostré
diferencias significativas entre las fases del ciclo y la interaccion entre los factores (Grupo:
F(3,236=1.6, p=0.1; Fase: F236= 170.3 p=<0.0001; Interaccion: F235=7, p=<0.0001).
Durante la fase de luz, los animales de los cuatro grupos bajo estudio consumieron una
cantidad similar de alimento que va de 47.7 a 57.4 gramos. En la fase obscura, los animales
de todos los grupos mostraron un incremento significativo en la ingesta de alimento del 34%-
103%, en relacién a lo consumido durante la fase de luz. Es de notar que los animales de los
grupos CON-SN, SN-CON y SN-SN ingirieron significativamente menos alimento en
comparacion a los animales del grupo CON-CON durante esta misma fase (Tabla 8; Figura
12A).

Posterior al reto alimenticio se observaron cambios significativos en el consumo de alimento
entre los cuatro grupos bajo estudio, en ambas fases del ciclo y la interaccidn de los factores
(Grupo: F3.400=7.3, p=<0.0001; Fase: F90)= 88.2 p=<0.0001; Interaccion: F490)=3.7,
p=0.01). En la fase de luz, los animales de los cuatro grupos consumieron una cantidad
similar de alimento entre el 56 a 63.5 gramos (Tabla 8; Figura 14B). Mientras que en la fase
obscura, los animales de los cuatro grupos mostraron un incremento significativo en la

ingesta de alimento de un 28%-82%, en relacion a la fase de luz (Tabla 8; Figura 12B).

En cuanto al efecto de la sobre-nutricion materna aunado al reto alimenticio sobre el consumo
de alimento en la fase de luz, la ANOVA mostré un efecto significativo de la segunda
exposicion a la dieta desbalanceada (Grupo: F3s3=2.1, p=0.1; Reto: F(1,353=4,9 p=0.02;
Interaccion: F353=0.1, p=0.4). Los animales del grupo CON-SN mostraron un incremento
significativo en el consumo de alimento en la fase de luz en relacion al consumo previo al
reto en esta misma fase del ciclo (Figura 12 A y B). Durante la fase obscura, fueron evidentes
cambios asociados a los grupos (Grupo: Fs 3s3)=7.4, p=<0.0001; Reto: F,353=0.001 p=0.9;
Interaccion: F(3490=0.4, p=0.7). Los animales de los grupos CON-SN, SN-CON y SN-SN
mostraron una disminucion significativa en el consumo de alimento en comparacion con los

animales del grupo CON-CON en esta misma fase (Figura 12 Ay B).
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Tabla 8. Ingesta de alimento previo y posterior al reto alimenticio en conejos adultos.

Previo al reto Posterior al reto
Fase de Luz Fase Obscura P Fase de Luz Fase obscura p
CON-CON 48.8+02.9 99.3+4.9* <0.0001 56+2.9 102+4.4*  <0.0001

CON-SN 47.7+42.3 84.6+2.9*  <0.0001 60.4+3.8 79.1+4.6* <0.0001

SN-CON 57.4+2.6 77.1+43.5*  <0.0001 58.1+3.4 80+3.2*  <0.0001

SN-SN 57.4+3.6 80.6+04.7*  <0.0001 63.5+3.5 81.3+3.9* <0.0001

Los *muestran diferencias significativas entre la fase obscura vs a la fase de luz de cada grupo bajo estudio.
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Figura 12. Promedio de la ingesta de alimento en gramos de conejos Chinchilla en la edad adulta durante el
dia y la noche. (A) Previo (B) Posterior al reto alimenticio. Las barras azules representan a los animales de
madres que consumieron una dieta estdndar durante la gestacion y postnatalmente consumieron alimento
estandar (CON-CON), las barras verdes representan a los animales nacidos de madres que consumieron una
dieta estdndar durante la gestacion y postnatalmente consumieron la dieta desbalanceada (CON-SN), las barras
rojas representan a los animales obtenidos de madres que consumieron una dieta desbalanceada durante la
gestacion y postnatalmente consumieron una dieta estandar (SN-CON) y las barras rojo obscuro representan a
los animales obtenidos de madres que consumieron una dieta desbalanceada durante la gestacion y
postnatalmente tuvieron una segunda exposicion a la dieta desbalanceada (SN-SN). Las letras representan
diferencias significativas entre los grupos en la misma fase vs al grupo CON-CON (p<0.05). Los * muestran
diferencias significativas entre los mismo grupos previo y posterior al reto alimenticio en la misma fase del
ciclo (p<0.0001). Las valores estan representados como medias + E.E.
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6.2.1 Ingesta de kilocalorias aportadas por los carbohidratos

En relacion a las kilocalorias aportadas por los carbohidratos (kcal/carbohidratos), previo al
reto alimenticio, el analisis de varianza mostr6 cambios significativos en la fase y la
interaccion de los factores (Grupo: F236=1.6, p=0.1; Fase: Fq236= 170.3 p=<0.0001;
Interaccion: F236=7, p=<0.0001). En la fase de luz los animales de los cuatro grupos bajo
estudio consumieron una cantidad similar de alimento que va de 60.8 a 71.5 de
kcal/carbohidratos. En la fase obscura, los animales de todos los grupos incrementaron su
consumo un 35% a un 104% en relacion a las kcal/carbohidratos consumidas, en relacion a
la fase de luz. Es de notar que en esta misma fase, los animales de los grupos CON-SN, SN-
CON y SN-SN consumieron del 19% a 23% menos kcal/carbohidratos en comparacion al
grupo CON-CON (Tabla 9; Figura 13A).

Posterior al reto alimenticio, el andlisis de varianza mostr6 cambios significativos en la
ingesta de kcal/carbohidratos entre los grupos, las fases del ciclo y la interaccion entre ambos
factores (Grupo: Fga00)=7.3, p=<0.0001; Fase: F490)= 88.2 p=<0.0001; Interaccion:
F(3490=3.7, p=0.01). En la fase de luz, los animales de los grupos CON-CON y SN-CON
ingirieron una cantidad similar de kcal/carbohidratos consumidas. En contraste, con los
grupos CON-SN y SN-SN presentaron un incremento significativo en la ingesta de
kcal/carbohidratos (34% al 44%, respectivamente) en relacion al grupo CON-CON. Como
era de esperarse en la fase obscura, los animales de todos los grupos incrementaron el
consumo de kcal/carbohidratos en relacion a la fase de luz. En esta misma fase, los animales
del grupo SN-CON mostraron un decremento significativo en el consumo de
kcal/carbohidratos del 21% en comparacion al grupo CON-CON (Tabla 9; Figura 13B).
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Tabla 9. Consumo de kcal aportadas por los carbohidratos previo y posterior al reto alimenticio en

conejos adultos.

Previo al reto Posterior al reto

Fase de luz Fase obscura P Fase de luz Fase obscura P

CON-CON  60.843.7 123.8+6.1* <0.001 | 66.5+3.4 125.7+46.2*  <0.001
CON-SN 59.4+2.9 105.5+3.6* <0.001 | 89.4+5.9 118.5+6.6*  0.0002
SN-CON 71.5+3.2 96.1+4.3* <0.001 | 72.4+4.2 99.8+3.9*  0.0002

SN-SN 71.5+4.5 100.5+5.9* <0.001 | 95.7+5.3 121.9+5.9*  0.0002

Los * representan diferencias significativas entre la fase de luz vs a la fase obscura previo y posterior al reto alimenticio.
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Figura 13. Promedio de la ingesta de kilocalorias aportada por carbohidratos en conejos Chinchilla en la edad
adulta durante el dia y la noche. (A) Previo (B) Posterior al reto alimenticio. Las barras azules representan a los
animales de madres que consumieron una dieta estdndar durante la gestacion y postnatalmente consumieron
alimento estdndar (CON-CON), las barras verdes representan a los animales nacidos de madres que
consumieron una dieta estdndar durante la gestacion y postnatalmente consumieron la dieta desbalanceada
(CON-SN), las barras rojas representan a los animales obtenidos de madres que consumieron una dieta
desbalanceada durante la gestacion y postnatalmente consumieron una dieta estandar (SN-CON) y las barras
rojo obscuro representan a los animales obtenidos de madres que consumieron una dieta desbalanceada durante
la gestacion y postnatalmente tuvieron una segunda exposicién a la dieta desbalanceada (SN-SN). Las letras
representan diferencias significativas entre los grupos en la misma fase vs al grupo CON-CON (p<0.05). Los
* muestran diferencias significativas entre los mismo grupos previo y posterior al reto alimenticio en la misma
fase del ciclo (p<0.0001). Las valores estan representados como medias + E.E.
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En cuanto al efecto de la sobre-nutricidn materna aunado al reto alimenticio sobre la ingesta
de kcal/carbohidratos durante la fase de luz, la ANOVA mostro un efecto significativo entre
los grupos de estudio, el reto alimenticio y la interaccién entre ambos factores (Grupo:
F(3.353=4.2, p=<0.005; Reto: F(1,353=15.7, p=<0.0001; Interaccion: Fg3s3=3.7, p=0.01).
Posterior al reto, los animales del grupo CON-SN y SN-SN, mostraron un incremento
significativo del consumo de kcal/carbohidratos (50% y 34%, respectivamente), en relacion
a las consumidas previo al reto (Figura 13A y B). Durante la fase obscura, la ANOVA mostro6
diferencias significativas entre los grupos bajo estudio y el reto alimenticio (Grupo:
Fpas3=7.4, p=<0.0001; Reto: F(353=0.001 p=NS; Interaccion: F490=0.4, p=NS).
Unicamente los animales del grupo SN-SN exhibieron un incremento significativo en la
ingesta de kcal/carbohidratos en relacion a los consumidos previo al reto durante la misma
fase (Figura 13A y B).

6.2.2 Ingesta de kilocalorias aportadas por los lipidos

En relacion a las kilocalorias aportadas por los lipidos (kcal/lipidos), previo al reto
alimenticio, el analisis de varianza mostro diferencias significativas en las fases del ciclo y
la interaccion (Grupo: F236=1.6, p=0.18; Fase: F(,235= 170.2 p=<0.0001; Interaccion:
F@,236=7.1, p=<0.0001). Durante la fase de luz, los animales de los cuatro grupos bajo
estudio mostraron una tendencia similar de 4 a 4.8 de kcal/lipidos. En la fase obscura, los
animales de todos los grupos presentaron un incremento significativo en el consumo de un
40% a un 104% de kcal/lipidos, en relacion a la fase de luz. Es de notar que en esta misma
fase, los animales del grupos SN-CON y SN-SN mostraron un decremento significativo del
(22% y 19%, respectivamente) de kcal/lipidos, en comparacion con el grupo CON-CON
(Tabla 10; Figura 14A).
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Tabla 10. Kilocalorias aportadas por los lipidos previo y posterior al reto alimenticio.

Previo al reto Posterior al reto
Fase de Luz  Fase obscura p Fase de Luz  Fase obscura P
CON-CON 4.140.2 8.3+0.4* <0.0001 4.74+0.2 8.5+0.4* <0.0001
CON-SN 4.0+0.8 7.1+0.2* <0.0001 11.6+0.8 15.0+0.8*  <0.0001
SN-CON 4.8+0.3 6.4+0.3* <0.0001 4.8+0.3 6.7+0.3* <0.0001
SN-SN 4.8+0.6 6.7+0.4* <0.0001 11.8+0.3 15.4+0.8* <0.0001

Los™ muestra diferencias significativas de cada uno de los grupos durante la fase de luz vs a la fase obscura previo y
posterior al reto alimenticio.
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Figura 14. Promedio de la ingesta de kilocalorias aportada por los lipidos en conejos Chinchilla en la edad
adulta durante el dia y la noche. (A) Previo (B) Posterior al reto alimenticio. Las barras azules representan a los
animales de madres que consumieron una dieta estandar durante la gestacion y postnatalmente consumieron
alimento estdndar (CON-CON), las barras verdes representan a los animales nacidos de madres que
consumieron una dieta estdndar durante la gestacion y postnatalmente consumieron la dieta desbalanceada
(CON-SN), las barras rojas representan a los animales obtenidos de madres que consumieron una dieta
desbalanceada durante la gestacion y postnatalmente consumieron una dieta estandar (SN-CON) y las barras
rojo obscuro representan a los animales obtenidos de madres que consumieron una dieta desbalanceada durante
la gestacion y postnatalmente tuvieron una segunda exposicién a la dieta desbalanceada (SN-SN). Las letras
representan diferencias significativas entre los grupos en la misma fase vs al grupo CON-CON (p<0.05). Los
* muestran diferencias significativas entre los mismo grupos previo y posterior al reto alimenticio en la misma
fase (p<0.0001). Las valores estan representados como medias + E.E.
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Posterior al reto alimenticio, el analisis de varianza mostré cambios significativos en las
kcal/lipidos consumidas, entre los grupos bajo estudio y las fases del ciclo (Grupo:
F(3.490=105.5, p=<0.0001; Fase: F(1,490=58.6 p=<0.0001; Interaccion: F@490=1.2, p=0.2).
En la fase de luz, los animales de los grupos CON-SN, SN-CON y SN-SN exhibieron un
incremento significativo en la ingesta de kcal/lipidos entre el 148%-157%, en comparacion
al grupo CON-CON. Los animales de todos los grupos incrementaron significativamente el
consumo de kcal/lipidos en la fase obscura de un 30% a un 82%, en relacion a la fase de luz.
En esta misma fase, los animales del grupo CON-SN y SN-SN mostraron un incremento
significativo en la ingesta de kcal/lipidos del (77% y 81%, respectivamente), en comparacion
al grupo CON-CON. En contraste, el grupo SN-CON mostré decremento significativo en el
consumo de kcal/lipidos en comparacion al grupo CON-CON (Tabla 10; Figura 14B). En la
fase obscura, los animales de los todos los grupos incrementaron el consumo (de kcal/lipidos
en relacion a la fase de luz. En esta misma fase, los animales de los grupos CON-SN y SN-
SN mostraron un incremento significativo en el consumo de kcal/lipidos del 77% y 81% en
comparacion al grupo CON-CON. En contraste con los animales del grupo SN-CON
mostraron un decremento significativo en el consumo de kcal/lipidos del 79% en
comparacion al grupo CON-CON (Tabla 9; Figura 13B).

En cuanto al efecto de la sobre-nutricion materna aunado con el reto alimenticio en relacion
al consumo de kcal/lipidos durante la fase de luz, la ANOVA de dos vias mostré un efecto
significativo entre los grupos, el reto alimenticio y la interaccion entre ambos factores
(Grupo: F353=25.1, p=<0.0001; Reto: F(1,353=85.3, p=<0.0001; Interaccion: F353=26.4,
p=<0.0001). Posterior al reto, los animales de los grupos CON-SN y SN-SN mostraron un
incremento significativo en el consumo kcal/lipidos (190% y 146%, respectivamente) en
relacién a las consumidas previo al reto en esta misma fase del ciclo (Figura 14A y B). De
igual forma en la fase obscura, la ANOVA mostro efectos significativos entre los grupos, el
reto alimenticio y la interaccion entre los factores (Grupo: F353=23.5, p=<0.0001; reto:
F(1,353=77.9, p=<0.001; interaccion: F353=24.5, p=<0.0001). Los animales de los grupos
CON-SN y SN-SN exhibieron un incremento significativo en la ingesta de kcal/lipidos
(111% y 130%, respectivamente), en relacién a los consumidos previo al reto en la misma
fase del ciclo (Figura 14Ay B).
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6.3 Perfil Temporal Metabdlico posterior al reto alimenticio

En relacion a los niveles séricos de GLU, la ANOVA mostro diferencias significativas entre
los grupos y el tiempo (Grupo: F,104=12.2, p=<0.0001; ZT: F(3,104=2.7 p=0.04; Interaccion:
F(o,140=1.2, p=0.3). El analisis COSINOR arroj6 datos significativos sobre la presencia de
una fluctuacion de 24 horas en el grupo CON-CON (Tabla 11), en donde los niveles séricos
de GLU se incrementaron paulatinamente durante la fase de luz alcanzando su punto méximo
(acrofase) en ZT 12. Posterior a este momento los niveles de GLU disminuyeron
significativamente y el nadir se observé aproximadamente en ZT 24 (Figura 15). El grupo
CON-SN mostré un avance del ritmo de GLU en donde la acrofase se presentaen ZT 08 y el
nadiren ZT 18 por lo que el ritmo exhibi6 un avance de 4 horas y 11 minutos, en comparacion
al grupo CON-CON. En lo que respecta al grupo SN-CON mostré la acrofase del ritmo de
este metabolito en ZT 06 y el nadir en ZT 18, por lo que el ritmo exhibié un avance de 6
horas 28 minutos respecto al grupo CON-CON. Es de notar que el grupo SN-SN el cual no
exhibid variaciones dentro del rango circadiano (Tabla 11; Figura 15). En cuanto al efecto de
la sobre-nutricion materna aunado a una segunda exposicién a la dieta desbalanceada en el
promedio diario de GLU, se observé un incremento significativo en los grupos CON-SN y

SN-SN respecto al grupo CON-CON posterior al reto alimenticio.
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Tabla 11. Resultados del analisis COSINOR en el perfil temporal glucémico y lipidico de conejos adultos
Chinchilla, se muestran los valores del mesor, la acrofase (horas), el porcentaje de ritmicidad y el valor de la
probabilidad para un ritmo de 24 horas. Los simbolos NS: valores no significativos, NR: no ritmico y Ag:

adelantos (+) y retrasos de fase (-).

Acrofase % de Ao
Variable Grupo Mesor Ritmicidad P
(horas) (horas)
CON-CON 127 12:31 72.18 0.03
+04:11
CON-SN 149 08:20 60.56 0.007
GLU
SN-CON 157 06:03 74.04 <0.001 +06:28
SN-SN 134 NR 20.78 NS SC
CON-CON 54 15:05 70.16 0.04
+04:03
CON-SN 137 11:12 63.74 0.03
CcoL
SN-CON 47 16:52 84.51 0.01 -01:47
SN-SN 144 NR 65.05 NS SC
CON-CON 9 14:39 85.7 0.05
+08:39
CON-SN 52 06:00 73.93 0.033
LDL
SN-CON 7 15:03 92.22 0.003 -01:04
SN-SN 41 NR 56.93 NS SC
CON-CON 30 22:23 96.6 <0.001
+19:18
CON-SN 28 03:45 82.57 0.01
HDL
SN-CON 30 12:25 94.89 0.02 +10:38
SN-SN 29 NR 59.38 NS SC
CON-CON 22 20.03 74.82 0.03
+19:16
CON-SN 23 1:27 89.9 0.05
AGL
SN-CON 26 15:28 95.97 0.0008 +05:05
SN-SN 24 NR 50.07 NS SC
CON-CON 56 00:56 96.02 <0.001
-15:12
CON-SN 55 15:28 98.1 0.001
TAG
SN-CON 59 16:27 74.1 0.07 -16:11
SN-SN 55 NR 60.00 NS SC
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Figura 15. Perfil Temporal Metabolico de los niveles séricos de Glucosa (GLU), Colesterol (COL),
Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL), Lipoproteinas de alta densidad (HDL), Acidos grasos libres (AGL) y
Triglicéridos (TAG) en conejos Chinchilla en la edad adulta durante el dia y la noche posterior al reto
alimenticio. Los circulos y curvas azul marino representan a los animales de madres que consumieron una dieta
estandar durante la gestacién y postnatalmente consumieron alimento estandar (CON-CON), circulos y curvas
azul cielo representan a los animales nacidos de madres que consumieron una dieta estandar durante la gestacion
y postnatalmente consumieron la dieta desbalanceada (CON-SN), los cuadros y curvas rojo obscuro representan
a los animales obtenidos de madres que consumieron una dieta desbalanceada durante la gestacion y
postnatalmente consumieron una dieta estandar (SN-CON) y los cuadros rojos representan a los animales
obtenidos de madres que consumieron una dieta desbalanceada durante la gestacion y postnatalmente tuvieron
una segunda exposicion a la dieta desbalanceada (SN-SN). Las letras representan diferencias significativas entre
los grupos vs al grupo CON-CON (p<0.05). Las lineas punteadas representan el mesor. Las curvas representan
el ajuste a un analisis COSINOR. Las curvas discontinuas representan perdida de la ritmicidad de 24 horas. Las
valores estan representados como medias + E.E.

En relacién a los niveles séricos de COL, la ANOVA mostro diferencias significativas entre
los grupos de estudio (Grupo: Fgss= 21.8; p=<0.001; ZT: Fzes= 0.06; p=0.9; Interaccion:
F(o,84)= 0.98, p=0.4). El analisis COSINOR arrojo6 datos significativos sobre la presencia de
una fluctuacion de 24 horas (Tabla 11), en donde los niveles séricos de COL del grupo CON-
CON la concentracion mas baja se observo al inicio de la fase de luz en ZT 00; posterior se
incrementan durante la fase obscura alcanzando su acrofase en ZT 15; posterior a este
momento los niveles de este metabolito disminuyeron exhibiendo su nadir alrededor de ZT
24 (Figura 15). El grupo CON-SN la acrofase del ritmo ocurrié en ZT 11y el nadir en ZT
24, por lo que el ritmo exhibi6é un avance de 4 horas y 11 minutos en comparacion al grupo
CON-CON. En lo que respecta al grupo SN-CON, la acrofase del COL se observé en ZT 16
y el nadir en ZT 24, por lo que el ritmo exhibié un retraso de 1 hora 47 minutos respecto al
grupo CON-CON. Es de notar que el grupo SN-SN no exhibi6 variaciones dentro del rango
circadiano (Tabla 11; Figura 15). En cuanto al efecto de la sobre-nutricion materna aunado
a una segunda exposicién a la dieta desbalanceada produjo un incremento significativo en el
promedio diario de COL en los grupos CON-SN y SN-SN respecto al grupo CON-CON,

posterior al reto alimenticio.
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Respecto a los niveles séricos de LDL, la ANOVA mostro diferencias significativas entre los
grupos (Grupo: Fg3)=15.67; p=<0.001; ZT: F(3,83=0.01; p=0.99; Interaccion: Fg3=0.02,
p=0.99). El anélisis COSINOR arrojo datos significativos sobre la presencia de una
fluctuacion de 24 horas en el grupo CON-CON (Tabla 11), en donde los niveles séricos de
LDL son bajos durante la fase de luz e incrementan al inicio de la fase obscura alcanzando
su acrofase en ZT 14; posterior a este momento se observo el nadir alrededor de ZT 24
(Figura 15). El grupo CON-SN mostré la acrofase de este metabolito en ZT 06 y el nadir en
ZT 24, por lo que el ritmo exhibi6é un adelanto de 8 horas y 39 minutos en comparacion al
grupo CON-CON. En lo que respecta al grupo SN-CON, la acrofase se observo en ZT 15y
el nadir en ZT 00, por lo que el ritmo exhibi6 un retraso de 1 horas 04 minutos respecto al
grupo CON-CON. Es de notar que el grupo SN-SN no exhibi¢ ritmicidad dentro del rango
circadiano (Tabla 11; Figura 15). En cuanto al efecto de la sobre-nutricién materna aunado a
una segunda exposicion a la dieta desbalanceada produjo un incremento significativo en el
promedio de LDL de los grupos CON-SN y SN-SN, respecto al grupo CON-CON.

Respecto a los niveles séricos de HDL, la ANOVA no mostro diferencias significativas entre
los grupos, el tiempo y la interaccion entre ambos factores (Grupo: Fge= 0.25; p=0.8; ZT:
F@es= 0.08; p=0.9.; Interaccion: Fgges= 0.48, p=0.8). El andlisis COSINOR arroj6 datos
significativos sobre la presencia de una fluctuacion de 24 horas en el grupo CON-CON
(Tabla 11), en donde los niveles de HDL disminuyen paulatinamente durante la fase de luz
cuyo nadir se observd en ZT 11; posterior a este momento los niveles de HDL incrementan
paulatinamente alcanzando su acrofase en ZT 22 (Figura 15). El grupo CON-SN mostro la
acrofase de este metabolito en ZT 03 y el nadir en ZT 15 por lo que el ritmo exhibié un
avance de 19 horas y 18 minutos en comparacion al grupo CON-CON. En lo que respecta al
grupo SN-CON, la acrofase se observd en ZT 12 y el nadir en ZT 24 por lo que el ritmo
exhibio un avance de 10 horas 38 minutos respecto al grupo CON-CON. Es de notar que el
grupo SN-SN no exhibid ritmicidad dentro del rango circadiano (Tabla 11; Figura 15). En
cuanto al efecto de la sobre-nutricion materna aunado a una segunda exposicion a la dieta
desbalanceada, en el promedio diario de HDL no se observaron diferencias significativas en

los cuatro grupos bajo estudio, posterior al reto alimenticio.
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Respecto a los niveles séricos de AGL, la ANOVA mostré diferencias significativas en el
tiempo (Grupo: F@eo= 1.01; p=0.3; ZT: Fpe0)=3.57; p=0.01; Interaccion: Fgen= 1.59,
p=0.1). El andlisis COSINOR arroj6 datos significativos sobre la presencia de una
fluctuacion de 24 horas en el grupo CON-CON (Tabla 11), en donde los niveles de AGL son
bajos durante la fase de luz y se van incrementando alcanzando su acrofase en ZT 20;
posterior a este momento sus niveles sus niveles disminuyen mostrando su nadir en ZT 07
(Figura 15). El grupo CON-SN la acrofase del ritmo de AGL se observé en ZT 01 y el nadir
en ZT 12, por lo que el ritmo exhibié un avance de 19 horas y 16 minutos, mostrandose en
completa antifase en relacion al grupo CON-CON. En lo que respecta al grupo SN-CON la
acrofase de los AGL se observo en ZT 15 y el nadir en ZT 04, por lo que el ritmo exhibi6 un
avance de 5 horas 28 minutos respecto al grupo CON-CON. Es de notar que el grupo SN-SN
no exhibio variaciones dentro del rango circadiano (Tabla 11; Figura 15). En cuanto al efecto
de la sobre-nutricién materna aunado a una segunda exposicion a la dieta desbalanceada, en
el promedio diario de AGL no se observaron diferencias significativas en los cuatro grupos

bajo estudio, posterior al reto alimenticio.

Respecto a los niveles séricos de TAG, la ANOVA no mostro diferencias significativas entre
los grupos, el tiempo y la interaccion entre ambos factores (Grupo: F90= 0.77; p=0.5; ZT:
Fio0= 1.99; p=0.1; Interaccion: F,00= 0.85, p=0.5). El analisis COSINOR arrojé datos
significativos sobre la presencia de una fluctuacién de 24 horas en el grupo CON-CON
(Tabla 11), en donde los niveles de TAG van disminuyendo en el transcurso del dia y justo
en la transicion al ciclo de obscuridad incrementan alcanzando la acrofase al inicio de la fase
de luz en ZT 00; posterior a este momento los niveles de este metabolito disminuyen
exhibiendo su nadir alrededor de ZT 12 (Figura 15). El grupo CON-SN la acrofase del ritmo
se observo en ZT 15y el nadir en ZT 24 por lo que el ritmo exhibi6 un retraso de 15 horas y
28 minutos, mostrandose en completa antifase en relacion al grupo CON-CON. En lo que
respecta al grupo SN-CON, la acrofase de TAG se observo en ZT 16 y el nadir en ZT 04, por
lo que el ritmo exhibio un retraso de 16 horas 27 minutos, mostrandose en completa antifase
respecto al grupo CON-CON. Es de notar que el grupo SN-SN no exhibi¢ ritmicidad dentro
del rango circadiano (Tabla 11; Figura 15). En cuanto al efecto de la sobre-nutricion materna

aunado a una segunda exposicion a la dieta desbalanceada, en el promedio diario de TAG no
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se observaron diferencias significativas en los cuatro grupos bajo estudio, posterior al reto

alimenticio.

6.4 Marcadores biogquimicos en el higado

En cuanto al efecto de la sobre-nutricion materna aunado con el reto alimenticio sobre la

funcién hepatica, no encontramos diferencias significativas entre los cuatro grupos bajo

estudio en los niveles séricos de los marcadores de dafio hepatico (Tabla 12).

Tabla 12. Parametros bioguimicos de dafio hepético en suero.

CON-CON CON-SN SN-CON SN-SN P

Marcadores de dafio hepético
GGT 5+0 5.5+1 4.5+2 6.3+0.8 0.7
BIL TOTAL 6.4+0.7 7.2+0.4 8.6+0.5 7.2+0.3 0.1
BIL CONG 0.940.1 1+2 1.1+0.2 1.5+0.6 0.7
AST 26.6+8.3 20434 40.8+11.6 15+1.7 0.1
ALT 38.3+8.8 38.3+4.4 32.5+8.0 30+2.6 0.6
ALBUMINA 46.6+7.2 50.8+1.5 50.8+3 47.7+2.0 0.7

6.4.1 Andlisis histologico en el higado

En cuanto al efecto de la sobre-nutricibn materna aunado al reto alimenticio sobre la
estructura histologica hepatica, se observaron cambios significativos en la presencia de
macrovesiculas, en las tres zonas del acino hepatico, (zona 1: Grupo: F45=3.9; p=0.014,
zona 2: Grupo: F@45=7.1; p=0.0005 y en la zona 3: Grupo: F45=3.6; p=0.02). El grupo SN-
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SN presento un incremento significativo de macrovesiculas en las tres zonas acinares en
comparacion con el grupo CON-CON (Figura 16 Ay B).

En cuanto a la presencia de microvesiculas, el analisis de varianza mostré6 cambios
significativos en la tres zonas del acino hepatico, (zona 1: Grupo: F45=4.2; p=0.009, zona
2: Grupo: F45=9.1; p=<0.0001 y en la zona 3: Grupo: F@345=11.9; p=<0.0001). En donde
el grupo CON-SN present6 un incremento significativo de microvesiculas en la zona 1 acinar
en comparacion al CON-CON. El grupo SN-SN exhibio un incremento significativo en la
presencia de microvesiculas en las tres zonas acinares respecto al CON-CON (Figura 16 Ay
B).

En cuanto a la presencia de fibras de colagena, el analisis de varianza no mostro diferencias
significativas entre los grupos, en las tres zonas del acino hepatico (Zonal: Grupo: Fg45=2.4;
p=0.8, Zona 2: Grupo: F(345=1.7; p=0.9 y Zona 3: Grupo: F345=1.6; p=0.18) (Figura 16 Ay
B).

65



B B \jicrovesiculas
Macrovesiculas

I Fibrosis
Hematoxilina - ,
. AN A Saha® e - La . b oo ; : i CON-SN
Eosina . ~ VD Lol )/ AL LNATAY el 3
2
- SN-CON
g
(5]
Rojo oleoso i
S
SN-SN
80 100 120 140 160 180

100% del CON-CON

Tricromica de

Masson

Figura 16. Imagenes representativas de cortes histologicos de higado (7um) de conejos Chinchilla en edad adulta posterior al reto alimenticio. A) La columna superior muestra cortes
histoldgicos tefiidos con Hematoxilina y Eosina (200x), la columna 2 representa cortes histol6gicos tefiidos con Rojo Oleoso (200x) y la columna inferior representa cortes histologicos
teflidos con Tricromica de Masson (40x) para los grupos CON-CON (animales de madres que consumieron una dieta estandar durante la gestacion y postnatalmente consumieron
alimento estandar), CON-SN (animales nacidos de madres que consumieron una dieta estandar durante la gestacion y postnatalmente consumieron la dieta desbalanceada), SN-CON
(animales obtenidos de madres que consumieron una dieta deshalanceada durante la gestacion y postnatalmente consumieron una dieta estandar) y el grupo SN-SN (animales obtenidos
de madres que consumieron una dieta deshalanceada durante la gestacion y postnatalmente tuvieron una segunda exposicion a la dieta deshalanceada). Las flechas indican la presencia
de macrovesiculas, los triangulos negros sefialan la presencia de microvesiculas y en color azul la presencia de colagena. Para mayor informacién consultar el Anexo G: Células
hepaticas. B) Gréfica del porcentaje de microvesiculas (barras: color rojo), macrovesiculas (barras: grises) y fibrosis (barras moradas) en cada grupo de estudio, donde 100%
corresponde al grupo CON-CON representado por la linea punteada.
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6.5 Expresion de genes reloj en el hipotalamo e higado

En cuanto al efecto de la sobre-nutriciobn materna aunado al reto alimenticio sobre la
expresion de los genes Clock y Bmall en el hipotalamo, la ANOVA no mostro diferencias
significativas entre los cuatro grupos bajo estudio, las fase del ciclo y la interaccion entre los
factores (Clock: Grupo: F@z21=1.7, p=0.19; Reto: F(1,21y=0.8, p=0.37; Interaccion: F21)=5.5,
p=0.5) y (Bmall: Grupo: F@20=1.3, p=0.2; ZT: F(1,20=2.7, p=0.1; Interaccion: F320)=2.4,
p=0.1) (Tabla 13; Figura 17).

En lo que respecta a la expresion del gen Perl en el hipotalamo el anélisis de varianza mostro
cambios significativos asociados a la fase del ciclo (Grupo: F319=1.6, p=0.2; ZT: F(1,19=4.3,
p=0.05; Interaccion: F3,19=1.0, p=0.4). En cuanto a la expresion del gen Perl en el grupo
CON-CON, no mostré variaciones significativa en los niveles de expresion de este gen en
ambas fases del ciclo (Tabla 13; Figura 17). Durante la fase de luz, los cuatro grupos bajo
estudio mostraron niveles de expresion similares. Mientras que en la fase obscura todos los
grupos mostraron una tendencia similar. Es de notar que en esta misma fase, el grupo SN-
CON mostro un decremento significativo en los niveles de expresion, en relacion a la fase de
luz (Tabla 13; Figura 17).

En relacion a la expresion del gen Cryl en el hipotalamo, la ANOVA mostro efectos
significativos asociados a la fase del ciclo (Grupo: Fg21)=1.2, p=0.3; ZT: F(1,21=6.6, p=0.01;
Interaccion: F321y=1.8, p=0.1). En el grupo CON-CON la expresion del gen Cryl fue similar
en ambas fases del ciclo (Figura 17). Durante la fase de luz, los grupos CON-SN y SN-CON
mostraron niveles de expresion similares. Contrario a lo observado en el grupo SN-SN el
cual mostré un incremento significativo en la expresion de Cryl (Tabla 13; Figura 17). En la
fase obscura, todos los grupos mostraron una tendencia similar en los niveles de expresion
en comparacion al grupo CON-CON. Es de notar que en esta misma fase, el grupo CON-SN
mostrd un incremento significativo en los niveles de expresién de Cryl en relacion a la fase
de luz (Tabla 13; Figura 17).
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Tabla 13. Expresion de los genes reloj en el hipotdlamo e higado.

HIPOTALAMO
Clock Bmall Perl Cryl
Grupo ZT 00 ZT 12 ZT 00 ZT 12 ZT 00 ZT 12 ZT 00 ZT 12
CON-CON 1.0+0 | 0.9+0.3 | 1.0+0 | 1.4+0.3 | 1.0+0 | 0.4+0.2 1.040 1.1+0.3
CON-SN 0.7+0.3 | 2.8+0.5 | 1+0.3 | 1.3+0.2 | 0.3+0.1 | 0.3+0.2 | 0.7+0.1 | 1.8+0.5°
SN-CON 1.3+0.5 | 0.8+0.4 | 0.6+0.2 | 1.9+0.8 | 1.3+1 |0.2+0.2" | 0.7+0.1 1+0.2
SN-SN 1.5+0.1 | 1.0+0.1 | 0.9+0.2 | 0.6+0.1 | 0.3+0.2 | 0.1+0.02 | 0.8+0.1 1+0.2
HIGADO
Clock Bmall Perl Cryl
Grupo ZT 00 ZT 12 ZT 00 ZT 12 ZT 00 ZT 12 ZT 00 ZT 12
CON-CON 1.0+0 | 05+0.1 | 1.0+40 | 0.4+0.1" | 1.0+0 0.4+0 1.0+0 2.8+0.4"
CON-SN | 2.1+0.1* | 1.5+0.2% | 0.8+0.1? | 0.5+0.2 | 2.1+0.2% | 0.5+0.1 | 1.2+0.1 2.5+0.1°
SN-CON 1.2+0.6 | 0.6+0.1" | 1.2+0.1 | 0.4+0.1" | 2.4+0.5% | 1.9+0.4® | 1.8+0.3 1.8+0.3
SN-SN 2.3+0.3% | 0.6+0.1" | 0.4+0.22 | 0.3+0.1 | 0.4+0.1% | 2+0.22" | 2.8+0.5% | 2.0+0.3

Las letras representan diferencias significativas p=<0.005 vs al grupo CON-CON en la misma fase.

Los * representan variaciones significativas sobre los niveles de expresion de los genes a lo largo del dia

(p<0.001).
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Figura 17. Expresion de los genes reloj (Clock, Bmal, Perl y Cryl) en hipotdlamo e higado en conejos
Chinchilla en la edad adulta durante el dia y la noche posterior al reto alimenticio. La expresién de los genes
reloj en el hipotadlamo fueron normalizados con el gen Ppia y en el higado fueron normalizados con el gen
H2afv. En la fase de luz las barras azules marino representan a los animales de madres que consumieron una
dieta estandar durante la gestacion y postnatalmente consumieron alimento estdndar (CON-CON), las barras
rojo obscuro representan a los animales nacidos de madres que consumieron una dieta estandar durante la
gestacion y postnatalmente consumieron la dieta desbalanceada (CON-SN), las barras color azul a los animales
obtenidos de madres que consumieron una dieta deshalanceada durante la gestaciéon y postnatalmente
consumieron una dieta estandar (SN-CON), y las barras color rojo a los animales obtenidos de madres que
consumieron una dieta desbalanceada durante la gestacion y postnatalmente tuvieron una segunda exposicion
a la dieta desbalanceada (SN-SN). Los experimentos se realizaron por triplicado y fueron analizados por una
ANOVA de dos vias y una post hoc de Fisher. Las letras representan diferencias significativas de los grupos vs
al grupo CON-CON (p<0.05). Los valores estan representados como medias + E.E.

En cuanto al efecto de la sobre-nutricion materna aunado al reto alimenticio sobre la
expresion del gen Clock en el higado, la ANOVA mostré diferencias significativas entre los
grupos, las fases del ciclo y la interaccion entre ambos factores (Grupo: F22=13.1,
p=<0.0001; ZT: F(1,22=39.6, p=<0.0001; Interaccion: Fz22=5.5, p=0.005). La expresion del
gen Clock en el grupo CON-CON no mostro variaciones en los niveles de expresion en ambas
fases del ciclo (Figura 17). En la fase de luz, los grupos CON-SN y el SN-SN mostraron un
incremento significativo en la expresién de este gen en relacion al grupo CON-CON. Es de
notar que en esta misma fase los grupos SN-CON y SN-SN mostraron variaciones en la
expresion de Clock a lo largo del dia, en donde la expresion de este gen disminuyé en esta
fase del ciclo. Mientras que en la fase obscura, el grupo CON-SN mostré un incremento

significativo en su expresion en relacion con el grupo CON-CON (Tabla 13; Figura 17).

Respecto a la expresion de gen Bmall en el higado, la ANOVA mostr6 efectos significativos
entre los cuatro grupos bajo estudio y las fases del ciclo (Grupo: F@321=3.2, p=0.04; ZT:
F(1,21=26.6, p=<0.0001; Interaccion: Fz21=2.3, p=0.10). Durante la fase de luz, la expresion
del gen Bmal1l en el grupo CON-CON mostr6 un incremento significativo y en la fase obscura
la expresion de este gen disminuyé (Figura 17). Durante la fase de luz, el grupo CON-SN y
SN-SN mostraron una disminucion significativo en la expresion de este gen, en relacion al
grupo CON-CON. En la fase obscura, todos los grupos bajo estudio mostraron una tendencia

similar en los niveles de expresién de Bmall (Tabla 13; Figura 17).
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En cuanto a la expresion del gen Perl el anélisis de varianza mostré cambios significativos
entre los grupos y la interaccion (Grupo: F20=7.8, p=0.001; ZT: F(1,20=1.8, p=0.19;
Interaccion: F20=9.5, p<0.0001). En el grupo CON-CON, los niveles de expresion de este
gen no mostraron variaciones en ambas fases del ciclo (Figura 17). Durante la fase de luz,
los grupos CON-SN y SN-CON mostraron un incremento significativo en la expresion de
este gen, en relacion al grupo CON-CON. En contraste, con el grupo SN-SN present6 un
decremento significativo en la expresion de este gen, en relacion al grupo CON-CON (Tabla
13; Figura 17).

En lo que respecta al gen Cryl la ANOVA mostro efectos significativos entre los grupos, las
fases del ciclo y la interaccion entre ambos factores (Grupo: Fg22=1.5, p=0.23; ZT:
F(1,22=1.80, p=0.01; Interaccion: F22)=6.41, p=0.002). Durante la fase de luz, en el grupo
CON-CON, la expresion del gen Cryl mostro un decremento significativo y en la fase
obscura incremento significativamente su expresion (Figura 17). Durante la fase de luz, el
grupo SN-SN presentd un incremento significativo en los niveles de expresion de este gen,
en comparacion al CON-CON. En la fase obscura todos los grupos bajo estudio mostraron

niveles de expresion similares (Tabla 13; Figura 17).
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VII. DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que la sobre-nutricion materna por el consumo de una dieta
alta en grasas y carbohidratos, previo y durante la gestacién produce alteraciones en la
regulacién cronostatica y metabolica de la descendencia en la edad adulta. Estas alteraciones
estan asociadas a cambios en la expresion de la maquinaria molecular del reloj circadiano en

el higado, los cuales se ven exacerbadas por una segunda exposicion a la dieta desbalanceada.

La descendencia de hembras sobre-nutridas mostraron una significativa disminucion del
consumo de alimento durante la fase activa sin cambios en el peso corporal. Contrario a lo
observado en roedores, en donde madres expuestas a una dieta desequilibrada durante la
gestacion y la lactancia mostraron cambios en los patrones de alimentacion (hiperfagia), en
la actividad locomotora y desarrollo de obesidad en la descendencia (Ong y cols. 2012,
Englund-Ogge y cols. 2014). En este estudio a pesar de que los animales mostraron bajo
peso al nacer y un crecimiento compensatorio durante el desarrollo postnatal temprano; en la
edad adulta desarrollaron hiporexia. Una de las consecuencias de la malnutricion materna es
el bajo peso al nacimiento, lo cual se relaciona con incrementos en las concentraciones de
serotonina (5-HT) en el hipotalamo, en donde la cinética de la union del L-Trp a la albdmina
se modifica durante el desarrollo hasta la edad adulta (Hernandez y cols. 2015). La serotonina
influye en la ingesta alimentaria por mecanismos neurobioguimicos y, a su vez, la ingesta
alimentaria influye en el sistema serotoninérgico, alterando la disponibilidad de triptéfano y,
en consecuencia, el grado de sintesis de la serotonina. El neurotransmisor actta sobre los
ndcleos de control del apetito, disminuyendo el hambre y la ingesta de alimentos (Rodriguez
y Gutiérrez 2018). Posiblemente las modificaciones estructurales del complejo proteico de la
T5-H como los mecanismos en la aceracion de la sintesis del neurotransmisor en el cerebro

podrian explicar este comportamiento en estos animales.

Diversos trabajos han reportado la influencia del estado nutricional materno y el desarrollo
de enfermedades metabdlicas en la edad adulta de la descendencia (Desai y cols. 2014,
Vicker y cols. 2000). Sin embargo, ninguno de estos estudios ha caracterizado el efecto de la
sobre-nutricién materna sobre el perfil temporal de los diferentes analitos en la descendencia

de conejos en la edad adulta. Por lo tanto, en el presente estudio los niveles séricos de GLU,

72



COL, HDL, LDL, AGL y TAG en el grupo testigo (CON-CON) exhiben ritmicidad
circadiana. En contraste con los animales obtenidos de madres sobre-nutridas y recibieron
una dieta estandar postnatalmente, mostraron marcados cambios de fase en el patron ritmico
de todos los metabolitos bajo estudio. Lo cual es un claro indicador que el control de fase de
los ritmos puede verse afectada por la programacion metabdlica in Gtero. Los cambios mas
conspicuos fueron observados en los sujetos obtenidos de hembras sobre-nutridas y que
postnatalmente recibieron la misma dieta que la madre (grupo SN-SN) los cuales mostraron
pérdida de la ritmicidad circadiana en todas las variables, metabolicas analizadas, lo cual

guarda una estrecha relacion con los cambios observados a nivel molecular.

En lo relativo a la expresién de los genes reloj en el hipotalamo, fue de llamar la atencion
que los animales del grupo CON-CON, no presentaron variaciones a lo largo del dia en la
expresion de los genes Clock, Bmall, Perly Cryl. En cuanto a la expresion del gen Clock
fue similar a lo reportado en otros trabajos (Caldelas y cols. 2007, Cunningham y cols. 2016).
Contrario a lo reportado en otros estudios, en donde patrén temporal del gen Bmall es baja
durante el dia y alta durante la noche y los ritmos de expresion de los genes Perly Cryl se
encuentra en atifase en relacién a Bmall (Bonaconsa y cols. 2014, Koshaka y cols. 2007,
Caldelas y cols. 2007). Estas diferencias de nuestro estudio con otros trabajos, posiblemente
se deben a las muestras obtenidas, ya que solo muestreamos dos puntos temporales (ZT 00 y
ZT 12) del ciclo y las fases de expresion de estos genes evidentemente no corresponden a la

acrofase y al nadir.

En cuanto a la sobre-nutricion materna no tuvo un impacto en la expresién de los genes reloj
en el hipotalamo de la descendencia de conejos adultos, similar a lo reportado en otros
estudios (Orozco-Solis y cols. 2011). Lo que sugiere que los componentes de la maquinaria
molecular del reloj en el marcapasos central no son susceptible a ser alterado por el estado

nutricional materno.

Respecto a la expresion de los genes reloj en el higado de los animales del grupo CON-CON,
se observo que el gen Bmall incremento durante el dia y una disminuyd en la fase obscura,
mostrandose en antifase con relacion a los genes Cryly Perl. Estos resultados son similares
a los reportados en otros estudios (Cunningham y cols. 2016, Rivas-Latre y cols. 2018).

Encontramos que el consumo de una dieta hiperglucémica e hiperlipidica previo y durante la
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gestacion induce cambios en la expresion de los genes Clock, Bmall y Perl en el higado de
la descendencia. Similar a lo reportado lo reportado por Orozco-Solis y colaboradores (2011),
en donde el consumo de dietas bajas en proteina durante la gestacion produjo cambios en la
fase de expresion de Perl y Clock en el higado de la descendencia. Otros estudios han
demostrado que el consumo de una dieta alta en grasas durante la gestacion repercute en la
expresion de genes reloj en el higado de la descendencia (Sutter y cols. 2011, Borengasser y
cols. 2014 y Bruce y cols. 2016) Ademas, se ha asociado a la obesidad materna con cambios
en la metilacion del ADN de los genes del reloj Clock, Bmally Per2 (Ramos-Lépez y cols.
2018, Mansego Y cols. 2017, Martinez y cols.2014). Nuestros resultados sugieren que los
cambios en la expresién de los genes reloj en el higado de la descendencia podrian deberse

a cambios epigenéticos provocados por la sobre-nutricion materna.

El sistema circadiano regula procesos clave relacionados con la homeostasis energética y el
metabolismo, la ingesta de alimentos la adecuada utilizacion de glucosa y lipidos a lo largo
del dia (Engin 2017). Por lo tanto, las alteraciones del funcionamiento de la maquinaria
molecular del reloj circadiano en un oscilador periférico (higado) pueden conducir a cambios
en el latemporalidad de las variables metabolicas donde los mecanismos epigenéticos pueden

estar involucrados (Samblas cols. 2018; Samblaset cols. 2016; Milagro cols. 2012).

En cuanto al consumo directo de una dieta alta en grasas y carbohidratos en la edad adulta,
indujo la disrupcion en el patron de alimentacion diurno debido al incremento en la cantidad
de alimento consumido (mayor ingesta calérica) durante la fase de reposo de los animales.
Se han reportado hallazgos similares en roedores donde el consumo de dietas altas en grasa
produce cambios en los patrones conductuales de alimentacion (Kohsaka y cols. 2007, Diaz-
Urbina y cols. 2018). Esto se ha asociado con alteraciones en la regulacion del apetito
(hipotalamo) y homeostasis energética (Desai y cols. 2016, Cleal y cols. 2019). En
condiciones normales, la hormona de la leptina secretada de los adipocitos regula
directamente los niveles de los neuropéptidos orexigénos, involucrados con un mayor
consumo de alimento, como son el neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada con
agouti (AgRP), de la misma manera regula los anorexigeos como la propiomelanocortina
(POMC) y el péptido regulador de la transcripcion de la cocaina y anfetamina (CART) para

inhibir la ingesta de alimentos e incrementar el gasto de energia mediante receptores
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especificos para la leptina (OB-Rb). Roedores alimentados con una dieta alta en grasas
exhibieron una disminucion en los niveles de expresion de AGRP y NPY y un incremento
en el ARNm de POMC y CART (Koshaka y cols. 2007, Cleal y cols. 2019). Thaler y
colaboradores (2012) mostraron una disminucion en el nimero de neurona POMC en el
hipotdlamo por el consumo de una dieta alta en grasas. Dadas estas evidencias se podria

explicar este cambio en el patrén de alimentacion en estos animales.

De forma paralela a los cambios en el patron de alimentacion, estos animales desarrollaron
hiperglucemia, colesterolemia y altos niveles de lipoproteinas de baja densidad, ademas de
cambios en la fase de los ritmos de GLU, COL, LDL, HDL, AGL y TAG. Es importante
destacar, que este es el primer estudio del efecto del consumo directo de una dieta alta en
grasas y carbohidratos sobre los cambios en el perfil temporal de las variables metabdlicas
en conejos adultos. Hallazgos similares han sido reportados en otros modelos animales, en
ratones el consumo de una dieta alta en grasas provoco cambios en la acrofase del ritmo de
TAG y AGL (Oshi y cols. 2006).

Los cambios en la temporalidad de estas variables metabdlicas han sido asociadas a
alteraciones en la maquinaria molecular del reloj circadiano, en este trabajo observamos que
la expresion de los genes reloj en el higado es susceptible a ser alterada por el consumo
directo de una dieta desbalanceada, la cual altera la fase de expresion del gen Cryl en el
higado de conejos adultos, sin observarse cambios en la expresion de los genes reloj en el
hipotdlamo. Estudios en modelos animales con mutaciones en el gen Clock desarrollan
sobrepeso v resistencia a la insulina (Turek y cols. 2005), mutaciones en el gen Bmall se
asocia con alteraciones en la adipogénesis (Shimba cols. 2005 y Wang cols. 2006). Por lo
tanto alteraciones en la maquinaria del reloj molecular se han asociado con el desarrollo de

alteraciones metabolicas.

Nuestros datos coindicen con las observaciones realizadas por Sherman y colaboradores
(2012), en donde el consumo de una dieta alta en grasas en ratones provoca cambios en el
comportamiento alimenticio y alteraciones metabolicas las cuales se correlacionan con
cambios en la expresion de genes reloj en el higado y tejido adiposo (Koshaka y cols. 2006,
Barnea y cols. 2009, 2010). El higado participa en la regulacién temporal de carbohidratos y

en el metabolismo de lipidos en coordinacion con otros osciladores periféricos, en
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consecuencia el NSQ controla los ritmos de alimentacion/ayuno con la finalidad de mantener
los niveles fisiologicos de glucosa y lipidos en sangre (Kalsbeek y cols. 2014). Se ha
demostrado que los genes reloj en el higado participan en la coordinacion de la
gluconeogénesis inducida por el glucagén regulando asi la concentracion de AMPc (Zhang
y cols. 2016). Se ha mostrado que la interaccion de Cryl con la subunidad reguladora del
receptor de glucagdn inhibe la acumulacion de cAMP hepatico durante la fase activa produce
la activacion del factor de transcripcion CREB. Ademas, Bmall regula la expresion del gen
Pgcla, que es un co-activador en la transcripcién gluconeogeénica. De esta manera los genes
reloj controlan estos mecanismos con la finalidad de mantener los niveles fisioldgicos de
glucosa (Ekel-Mahan y cols. 2013, Bass y cols. 2012, Mukherji y cols. 2019). Lo que nos
hace suponer que las alteraciones en la expresion del gen Cryl en este oscilador periférico,
probablemente este alterando la gluconeogénesis provocando hiperglucemia en estos
animales, se necesitan mas estudios para confirmar esta hipotesis. En conjunto estos
resultados sugieren que los nutrientes que se obtienen de la dieta alteran la maquinaria
molecular del reloj circadiano estos cambios inducidos por el exceso de nutrientes pueden
estar participando como sensores metabdlicos (receptores nucleares, factores de
transcripcion, co-activadores o por medio del metabolismo intermedio) los cuales interactian
con las asas de retroalimentacién positivas y negativas de los genes reloj. Ademas, el estado
redox celular y el estado energético son propiedades del metabolismo y cambian a lo largo
del dia en funcion del estado nutricional y también podrian ejercer una importante influencia

en el funcionamiento del reloj molecular.

Es importante mencionar que un limitado nimero de estudios publicados indagan el efecto
del estado nutricional materno aunado al consumo de dietas desbalanceadas postnatalmente
en la descendencia (Cleal y cols. 2019, Desai y cols. 2014, Howie y cols. 2009). Este trabajo
es el primero estudio que evalua la influencia de una sobre-nutricion materna por el consumo
de una dieta alta en grasas y carbohidratos previo y durante la gestacion aunada a una segunda

exposicion a la dieta desbalanceada en la descendencia de conejos en la edad adulta.

En cuanto a los animales obtenidos de madres sobre-nutridas y que en la edad adulta fueron
alimentados con una dieta desbalanceada, mostraron un incremento en el consumo calorico

en ambas fases del ciclo, el cual esta dado por el consumo directo de la dieta postnatal
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independientemente de la condicion materna. A pesar de este comportamiento los animales
no desarrollaron obesidad. Hallazgos en la literatura demuestran que el consumo de una dieta
desbalanceada durante la gestacion y la lactancia aunado a la ingesta de una dieta alta en
grasas postnatalmente en la descendencia no tiene efectos en el peso corporal (Howie y cols.
2009, Sheen y cols. 2018). Contrario a lo observado por Cleal y colaboradores (2019), en
donde demuestran que la obesidad materna independientemente del tipo de alimentacion
consumido posterior al destete en la descendencia, desarrollan obesidad. Las diferencias
observadas en este trabajo en comparacion con otros estudios se podrian explicar por la
composicion de la dieta, asi como el tiempo de exposicién a la misma, el momento de la

manipulacion y la susceptibilidad especifica del modelo a desarrollar obesidad.

En cuanto a los cambios metabdlicos, estos animales exhibieron una marcada hiperglucemia,
colesterolemia, un incremento sustancial en los niveles de LDL asi como a nivel histolégico
el higado mostré una mayor acumulacion de microvesiculas. Por otra parte, en estos animales
se observo una disrupcion circadiana (pérdida de la ritmicidad de 24 horas) de todas las

variables metabolicas.

A lo largo de este trabajo se ha evidenciado que la sobre-nutricibn materna provoca una
desregulacién en la temporalidad de estas variables metabolicas en la descendencia, y el
consumo directo de una dieta alta en grasas y carbohidratos influye en los niveles séricos de
estos analitos. Aunado a lo anterior, nuestros resultados son un claro indicador que la
combinacion de la sobre-nutricion materna y el consumo directo de una dieta alta en grasas
y carbohidratos en la edad adulta provoca una disrupcion circadiana acompariada de cambios
en los puntos de regulacion en estas variables metabolicas, estas alteraciones ocurren antes
de que los animales desarrollen SM. Posiblemente con mayor tiempo a la exposicion a la

dieta desbalanceada se podrian observar cambios en el peso corporal y el diagnostico de SM.

En cuanto a la maquinaria molecular del reloj circadiano en el higado, se observaron cambios
en los niveles de expresion de los genes Clock, Perl y Bmall en la descendencia, los cuales
estan asociadas a la sobre-nutricion materna y a la exposicion al consumo de una dieta
desbalanceada en la edad adulta. Sin embargo, estos cambios no explican completamente la
disrupcion del ritmo de las variables metabdlicas observadas en este trabajo. Se ha

demostrado que la restriccion de alimento o los factores del estilo de vida (privacion del
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suefio o turnos nocturnos) generan alteraciones en patrones conductuales de alimentacion lo
que conlleva al desarrollo de obesidad (Damiola y cols. 2000, Pendergast y cols. 2013). El
consumo de una dieta alta en grasas provoca pérdida de oscilaciones en los metabolitos
séricos (Abbondante y cols. 2016), la eliminacion especifica del gen Bmall en el tejido
adiposo se ha asociado con una disminucién en los acidos grasos polinsaturados y
polinsaturados no esterificados los cuales se relacionan con el incremento del peso corporal
(Pachos y cols. 2012). Se considera que alteraciones circadianas guardan una estrecha
relacién con el desarrollo de enfermedades metabdlicas, esto se ha asociado por la pérdida
de la coordinacion circadiana (acoplamiento) entre los tejidos periféricos (West y cols. 2015,
Ekel-Mahan y cols. 2019). Por lo que resulta relevante realizar un estudio mas extenso de la
expresion de los genes reloj en otros osciladores periféricos, tales como el tejido adiposo,
pancreas y musculo, 6rganos que estan directamente involucrados en la regulacion del
metabolismo, lo que nos ayudaria a comprender mejor la disrupcién de la ritmicidad

circadiana en estas variables metabdlicas.
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VIl. CONCLUSION

El consumo crénico de una dieta alta en grasa y carbohidratos previa y durante la gestacion
produce alteraciones en la regulacion metabdlica y cronostatica de la descendencia en la edad
adulta. Estas alteraciones estan asociadas a cambios en la expresion de los genes Clock,
Bmally Perl en el higado.

Los cambios en el comportamiento alimenticio, en la regulacion metabdlica y cronostatica
asi como los cambios en la expresion de Cryl son el resultado del consumo directo de la dieta
desbalanceada.

Por lo que la maquinaria del reloj molecular en el higado responde diferencialmente a
estimulos como la sobre-nutricion materna y al consumo directo de una dieta alta en grasas

y carbohidratos.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Seria de gran relevancia determinar el papel que desempefia el impacto nutricional materno
y el consumo de una dieta alta en grasas y carbohidratos como uno de los factores para inducir
alteraciones en el acoplamiento del reloj circadiano en otros osciladores periféricos, como
son: musculo, tejido adiposo, corazdn, intestino entre otros. Por lo tanto, una mejor
comprension de estos efectos de los factores estudiados en este trabajo sobre las alteraciones
en la maquinaria molecular del sistema circadiano en los diferentes osciladores periféricos es
de suma importancia, debido a que son indispensables estudios integrativos a nivel
fisiol6gico y molecular lo cual podrén proporcionar una mayor comprension de lo que puede

estar sucediendo en el individuo.

Con base a nuestros resultados seria indispensable el estudio de los efectos en los cambios
de expresion de los genes asociados directamente entre el metabolismo y el sistema
circadiano como podrian ser AMPK, SIRT1, PPAR, ROR con la finalidad de comprender y
poder detallar los mecanismos o posibles vias que podrian estar relacionadas y verse
comprometidas por el consumo directa de la dieta, la programacién in Gtero aunado con la

ingesta de una dieta desbalanceada postnatalmente.

Como ya hemos demostrado las alteraciones en el metabolismo de glucosa y lipidos y la
disrupcion circadiana estan asociados con alteraciones en la maquinaria molecular del reloj
circadiano lo que esté relacionado con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, sin
embargo la disbiosis intestinal también podria estar jugando un papel fundamental en la
susceptibilidad de desarrollar enfermedades metabdlicas en la edad adulta. En el intestino se
controlan funciones fisioldgicas como la digestién y absorcion de alimentos, y el vaciado
gastrico, funciones reguladas por los genes del reloj (Hussain y Pan 2015). Por lo tanto, el
estudio de los ritmos en la abundancia y tipo de microbiana intestinal podria ser considerado

un campo de estudio fundamental para este trabajo.
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XIl.  ANEXOS

Anexo A. Extraccién de RNA Total de hipotalamo

Se realizaron extracciones de RNA total de hipotalamo de conejos machos adultos en los
diferentes grupos de estudio (CON-CON, CON-SN, SN-CON y SN-SN) (Figura 14). Las
bandas de RNA ribosomal 28S y 18S muestran la integridad del RNA, no se observan bandas
de DNA genomico.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

¢C SS SC SS CGS CGC CC SS CS SC SS SC

Figura 18. Gel de Agarosa se muestra la integridad del RNA Total del hipotadlamo, de conejos machos de 470
dias de edad, después del reto alimenticio. Se distinguen las bandas pertenecientes del RNA ribosomal
correspondientes a las subunidades 28 S y 18 S. Se demuestra que esta libre de contaminacion de DNA

gendmico. Laletra M representa el marcador molecular. Ademas, se muestra que esté libre de DNA genémico.

Extraccion de RNA total en higado

Se realizaron extracciones de RNA total de hipotalamo de conejos machos adultos en los
diferentes grupos de estudio (CON-CON, CON-SN, SN-CON y SN-SN) (Figura 16). Las
bandas de RNA ribosomal 28S y 18S muestran la integridad del RNA, no se observan bandas
de DNA genémico.

1 2 3 45 67 8 9 10 11 12 1314

Figura 19. Gel de Agarosa se muestra la integridad del RNA de higado de crias machos de 470 dias de edad,
después del reto alimenticio. Se distinguen las bandas pertenecientes del RNA ribosomal correspondientes a
las subunidades 28 S y 18 S. Se demuestra que esta libre de contaminacién de DNA gendémico. La letra M
representa el marcador molecular. Ademas, se muestra que esta libre de DNA gendmico.
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Sintesis de cDNA de hipotalamo

Después de la transcripcion reversa, se realizo la sintesis de cDNA de hipotalamo de conejos
machos, por medio de la amplificacion de un gen enddgeno, para este trabajo se utilizo el
gen p-Actina. Se corrobord la obtencion de cDNA utilizando durante la reaccion de PCR

punto final y se observé en un gel de agarosa la presencia de S-Actina.

6.7 @8 "9 1011 12 113

Figura 20. Gel representativo de la sintesis de cDNA, de hipotadlamo. Gel de Agarosa 2%, se observa una sola
banda correspondiente al gen endégeno S-Actina. Con un peso molecular de 332 pb. La letra M representa el
marcador molecular de 100 pb.

Sintesis de cDNA en Higado

Después de la transcripcion reversa, se realizd la sintesis de cDNA dehigado de conejos
machos, por medio de la amplificacion de un gen enddgeno, para este trabajo se utilizo el
gen pB-Actina. Se corroboro la obtencién de cDNA utilizando durante la reaccion de PCR

punto final y se observé en un gel de agarosa la presencia de S-Actina.

Figura 21. Gel representativo de la sintesis de cDNA, de higado. Gel de Agarosa 2%, se observa una sola banda
correspondiente al gen end6geno S-Actina con un peso molecular de 332 pb. La letra M representa el marcador
molecular de 100 pb.
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ANEXO B. Descripcién de secuencias de sondas Tagman

Se describen los primers Foward, Reverse y la sonda TagMan marcada con FAM en tubo
unico para cada gen problema (20X, listo para utilizar 1 uL por reaccién de 20 uL).

CUSTOM TAQMAN® GENE EXPRESSION ASSAY

NUMERO DE PARTE
NOMBRE DEL GEN

FORWARD PRIMER SEQUENCE (9-45
BASES)

REVERSE PRIMER SEQUENCE (9-45
BASES)

PROBE SEQUENCE (9-45 BASES)

DYE FAM/NFQ-MGB

4331348
Perl

CGCTACAGGCACATTCAAAGC

GGGCCACCTCCAGTTCTG

TTCCCAGCCAGTCCC

FAM/MGB

CUSTOM TAQMAN® GENE EXPRESSION ASSAY

NUMERO DE PARTE

NOMBRE DEL GEN

FORWARD PRIMER SEQUENCE
REVERSE PRIMER SEQUENCE
PROBE SEQUENCE

DYE FAM/NFQ-MGB

4331348
Cryl
GTTCCCCTCCTCTTTCTCTTTATGG
CGTGGATTATTTGTTGCTGCTGTAT
CACGCCACAATAGCTG

FAM/MGB
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CUSTOM TAQMAN® GENE EXPRESSION ASSAY

NUMERO DE PARTE

NOMBRE DEL GEN

FORWARD PRIMER SEQUENCE
REVERSE PRIMER SEQUENCE
PROBE SEQUENCE

DYE FAM/NFQ-MGB

4331348
Clock
CACGAGAAGCCAGCACAGA
ACACACCAACAGACGGAGAATTT
TCGGCAGCCAGTCCAT

FAM/MGB

CUSTOM TAQMAN® GENE EXPRESSION ASSAY

NUMERO DE PARTE

NOMBRE DEL GEN

FORWARD PRIMER SEQUENCE
REVERSE PRIMER SEQUENCE
PROBE SEQUENCE

DYE FAM/NFQ-MGB

4331348
Bmal
AAGACAACGAACCAGACAACGA
CCGTTCACTGGCTGTGGAA
TCGGACGGCTGCACTC

FAM/MGB
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Anexo C. CURVAS DE EFICIENCIA Y AMPLIFICACION DE GENES EN HIPOTALAMO.
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Curva de validacion de eficiencia y curva de amplificacion de Ppia
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Curva de validacion de eficiencia y curva de amplificacion de g-actina
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Curva de validacion de eficiencia y curva de amplificacion de Tubulina
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Curva de validacion de eficiencia y curva de amplificacion de Cryl
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Curva de validacion de eficiencia y curva de amplificacion de Clock
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Anexo D. GRAFICAS DE NORMALIZACION DE TODOS LOS GENES EN HIPOTALAMO

Curva de normalizacién Perl vs Hprt
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Curvas de normalizacion del gen blanco Cryl

Curva de normalizacion Cryl vs Hprt

Curva de normalizacion Cryl vs H2afv
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Curva de normalizacién Cryl vs Tub Curva de normalizacion Cryl vs Gapdh
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Curvas de normalizacion del gen blanco Bmal

Curva de normalizacion Bmal vs Hprt

Curva de normalizacion Bmal vs H2afv
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Curvas de normalizacion del gen blanco Clock

Curva de normalizacion Clock vs Hprt

Curva de normalizacion Clock vs H2afv
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Curva de normalizacién Clock vs Tub
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Anexo E. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS GENES DE REFERENCIA POR NORMFINDER EN HIPOTALAMO.

Nombre del gen

Valores de estabilidad

NormFinder
H2afv 0.0047
Hprt 0.0046
Ppia 0.0044
Mejor combinacion: Ppiay 0.0033

Hprt

Variacion Intragrupos

Genes de CCZTO00  CSZTO0  SCZTO0  SSZT00  CCZT12  CSZT12  SCZT12 $S 7T 12
referencia
Gen H2AFV 0.0000420 0.0000018 0.0000338 0.0000270 0.0001562 0.0000119 0.0000382 0.0000122
Gen PPIA 0.0000042 0.0000271 0.0000037 0.0000036 0.0000062 0.0000092 0.0000459 0.0000026
Gen HPRT 0.0000183 0.0000113 0.0000299 0.0000427 0.0000581 0.0000010 0.0000067 0.0000005
Variacidn Inter-grupo
Genes de
] CCZT 00 CSZT 00 SCZT 00 SSZT 00 CCZT 12 CSZT 12 SCZT 12 SSZT 12
referencia
Gen H2AFV 0.0002311 0.0015724 -0.0035672 -0.0032295 -0.0000935 -0.0002836 0.0004108 0.0049593
Gen PPIA 0.0017159 -0.0015955 -0.0013092 0.0039765 -0.0026268 0.0060554 -0.0039001 -0.0023161
Gen HPRT -0.0019470 0.0000231 0.0048764 -0.0007470 0.0027202 -0.0057719 0.0034893 -0.0026432
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Anexo F. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS GENES DE REFERENCIA POR NORMFINDER EN HIGADO.

Nombre del gen Valores de estabilidad

NormFinder
H2afv 0.0047
Hprt 0.0072
Ppia 0.0061
Mejor combinacion: Ppiay 0.005
Hprt

Variacién Intragrupos
Genes de referencia CCZT00  CSZT00 SCZT00 SSZTO00 CCZT12 C(CSZT12 SCZT12 SSZT12
Gen H2AFV 0.0000267  0.0000167  0.0000039  0.0001544 0.0000547 0.0000196 0.0000550 0.0000116
Gen PPIA 0.0000029  0.0000033  0.0000104  0.0000052 0.0002493 0.0000516 0.0000551 0.0000639
Gen HPRT 0.0002439  0.0000084  0.0000008 0.0000070 0.0003247 0.0000364 0.0000809 0.0000486

Variacién Intergrupo
Genes de referencia CCZTO00 CSZT00 SCZTO00 SSZT00 CCZT12 CSZT12 SCZT12 SSZT12

Gen H2AFV -0.001749  -0.000455 0.002836  0.002860  -0.002419 -0.002123 0.001812 -0.000762
Gen PPIA -0.002211  -0.005588 -0.005530  0.000727 0.000495 -0.000163 0.000523  0.011747
Gen HPRT 0.003960  0.006043  0.002694 -0.003587 0.001923  0.002286 -0.002334 -0.010985
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Anexo G. CELULAS HEPATICAS

El higado estd compuesta por células parenquimatosas uniformes, los hepatocitos, los cuales
conforman el 75% del peso de este érgano. Son células poligonales de 20-30 um de diametro
y estan dispuestos en lobulillos en forma de hexagonos de casi 2 mm de largo y 700 um de
diametro. Los hepatocitos muestran variaciones en sus propiedades estructurales,
histoquimicas y bioquimicas, segun su localizacion dentro del lobulillo hepético. Este

fendbmeno es conocido como “heterogenicidad funcional” o ‘“zonacion metabdlica”
(Gebhard, 1992).

La organizacion microanatémica de la unidad funcional méas pequefia del higado, el acino o
lobulillo hepético, se acompafia por una heterogenicidad funcional y estructural a nivel
celular. La unidad es dividida en 3 zonas: La zona periportal (zona 1), la cual rodea los vasos
aferentes y la triada portal esta recibe sangre rica en oxigeno y nutrientes resultantes de la
absorcion intestinal, asi como hormonas gastrointestinales (insulina y glucagon) que tienen
efectos sobre la regulacion del metabolismo hepatico; la zona intermedia (zona 2), la cual

rodea la zona periportal y la zona mas externa denominada perivenosa (zona 3).

Las zonas portales estan dispuestas de tal manera que delimitan los lobulillos del tejido
hepatico. El lobulillo hepatico tiene varios conductos portales en su periferia, y en su centro
hay una vena central, tributaria de la vena cava inferior, a partir de la cual irradian las laminas
de células parenquimatosas. Esta unidad estructural se repite miles de veces, con los vasos
aferentes (vena porta y arteria hepatica) en la periferia del lobulillo y los vasos eferentes
(vena central) en el centro del mismo, por lo tanto, el flujo sanguineo va de la periferia a la
vena central, pasando por los conductos sinusoidales situados entre las laminas de células
hepaticas. Las partes periféricas de un lobulillo (las mas proximas a la vena porta y la arteria
hepética) recibiran un mayor aporte de materiales alimenticios y oxigeno. Este aporte sera

menor en la zona central.
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Representacion esquematica de la unidad microanatomica del higado, el acino o lobulillo hepético en cortes
histolégicos de 7um de grosor de conejos Chinchilla. (A) Cada acino se presenta de una forma hexagonal (b)
con hileras de hepatocitos que radian desde la vena central (VC) y las hileras entre los hepatocitos se le conocen
como espacios sinosodiales (S). A intervalos regulares del acino hepatico, (c) se encuentran las triadas portales,
las cuales estan conformadas por una rama de arteria hepética (A), la vena portal (VP) y el conducto biliar (CB).
En el acino hepéatico los hepatocitos pueden ser divididos en 3 zonas: periportal (Z1), intermedia (Z2) y
perivenosa (Z3). Gradientes de algunas vias metabolicas como la gluconeogénesis, glicélisis, metabolismo de
xenobioticos, lipogénesis se presentan a lo largo del eje. Las flechas sefialan los hepatocitos.

El higado, es considerado el 6rgano central en el sostén del suministro de energia, ya que:

1. Esta implicado en la homedstasis de glucosa, tomandola durante la alimentacion y
liberandola durante la postabsorcion.

2. Esta implicado en la homedstasis de lipidos, produciendo cuerpos ceténicos como
sustratos alternativos de energia para el cerebro durante una inanicion prolongada.

3. Ademas, el higado cataliza procesos biosintéticos, biodegradativos y excretores de

los productos finales del metabolismo.

Debido a la funcion de los gradientes de sustratos y enziméaticos de una zona a la otra, la
mayoria de las funciones hepéaticas muestran diferencias en la actividad dentro de las zonas

periportales y pericentrales.

La heterogenicidad zonal del parénquima hepatico es dindmica, lo que permite la adaptacion
a periodos prolongados de alteraciones en el metabolismo. Por lo tanto, es posible modificar
la zonacion de un subconjunto de funciones hepaticas por un cambio en la direccion del flujo
sanguineo (Kinugasa et al, 1986), lo cual invierte la concentracién del gradiente de oxigeno
y metabolitos a través del higado. El reloj local hepatico regula la expresion de varias enzimas
esenciales para el metabolismo de los nutrientes basicos, en la sintesis y eliminacion de
productos enddgenos y exdgenos, tales como hormonas esteroideas, farmacos y acidos

biliares.
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Distribucion zonal (periportal o pericentral) de algunas funciones metabdlicas presentes en

el acino hepético

HEPATOCITOS PERIPORTALES.

HEPATOCITOS PERICENTRALES

Metabolismo oxidativo (Ciclo de Krebs,
fosforilacion oxidativa).

Captacion de glucosa (glicdlisis, sintesis de
glucogeno via directa, glucogendlisis a

lactato y ciclo de las pentosas).

Salida de glucosa (gluconeogénesis, sintesis
de glucogeno desde lactato y aminoacidos

por via indirecta, glucogenolisis).

Metabolismo de aminoacidos

(formacion de glutamina)

Metabolismo de aminoacidos

(Captacion de aminoéacidos, aminoacido
oxidasa, ureogénesis de amonio intestinal,

ureogeénesis de aminoacidos).

Metabolismo de lipidos

(lipogénesis de novo, formacion y secrecion
de VLDL, formacion de Acetil CoA).

Metabolismo de lipidos (oxidacion de

acidos grasos, sintesis de colesterol,

formacion de acidos biliares, conversion de
acetato a Acetil CoA).

La expresion génica es heterogénea dentro del acino hepético, ademas de que responde a una

variedad de sefiales que son diferentes en el tejido periportal y pericentral, las cuales se han

verificado por estudios bioguimicos e histoquimicos. Ademas, las principales funciones

hepéaticas como son el control y/o la sintesis de metabolitos sanguineos criticos como la

glucosa, lipoproteinas, &cidos grasos libres, cuerpos cetonicos, aminoacidos, hormonas,

factores de crecimiento y mediadores de respuesta de fase aguda muestran variaciones

circadianas. Ademas, la ritmicidad hepatica es principalmente sincronizada por el acceso y

procesamiento del alimento.
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