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. Resumen

La nutricion adecuada en etapas fundamentales del desarrollo esta relacionada con cambios
en el corto y largo plazo de la vida postnatal, la malnutricion materna juega un papel crucial en el
desarrollo funcional, lo que resulta en alteraciones fisioldgicas, cognitivas, conductuales y
metabolicas. Estudios epidemioldgicos, asi como en modelos animales han contribuido al analisis del
entendimiento de las alteraciones asociadas al estilo de vida, particularmente una mala nutricién, por
ejemplo, en modelos animales se ha estudiado que el consumo de una “dieta de cafeteria” (alta en
carbohidratos y baja en proteinas) durante etapas tempranas del desarrollo en mamiferos se han
relacionado con alteraciones en lamemoria, el sobrepeso, el sindrome metabdlico, y otras alteraciones
metabdlicas. Sin embargo, pocos estudios han relacionado estas modificaciones a lo largo de la vida
de los organismos, asi como sus implicaciones y expresiones circadianas.

En los mamiferos, el control central del ritmo circadiano es fundamental para una correcta interaccion
con el medio ambiente y regulacion fisioldgica. La exposicion a la malnutricion durante el desarrollo
del sistema nervioso central y sistemas periféricos programa el metabolismo energético a lo largo de
la vida. En el presente estudio se evaludé en ratas de la cepa Sprague Dawley el efecto de la
malnutricion perinatal (durante la gestacion y la lactancia) inducida por una dieta de cafeteria, en el
cual se muestra que una mala nutricién perinatal puede programar alteraciones metabdlicas en
ventanas temporales, en la juventud (40 dias) y en la adultez (90 dias) de la descendencia macho y
hembra. Las concentraciones plasmaticas de glucosa y triglicéridos se evaluaron en 6 puntos
temporales (ZT) durante 24 horas, adicionalmente se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa en
ZT4y ZT20.

Los resultados muestran que las crias de madres malnutridas presentan menor peso, talla,
circunferencia abdominal y torécica, asi como alteraciones en el ritmo circadiano de glucosa y
triglicéridos (en la amplitud, fase y periodo), asociados con un cambio en la tolerancia a la glucosa,
la sensibilidad a la insulina, y alteraciones en las concentraciones de estos en diferentes puntos
temporales (actividad y reposo).

En conclusién, la malnutricion perinatal debido a una dieta de cafeteria produce respuestas
maladaptativas y programa el metabolismo energético en varias etapas de desarrollo durante la vida

predisponiendo a la descendencia a presentar alteraciones metabdlicas en diferentes etapas de la vida.

Palabras clave: malnutricion perinatal, programacion metabolica, periodos criticos, ritmo

circadiano, dieta de cafeteria



l. Abstract

Adequate nutrition during critical periods of development is related to changes in the short and long
term in postnatal life. Maternal malnutrition plays a critical role in the functional development of the
progeny, leading to physiological, cognitive, metabolic, and behavioral consequences.
Epidemiological and animal model studies had contributed to the understanding of the impairments
between lifestyle and development, particularly with malnutrition. Previous studies in animals
exposed to a cafeteria diet during gestation and lactation have shown disruptions in learning and
memory processes, as well as obesity, metabolic syndrome, and other metabolic disorders. However,
fewer studies report long-term consequences and how malnutrition during gestation alters circadian
rhythms. In mammals, central control of the circadian rhythm is essential for proper interaction with
the environment and physiological regulation of the organism. Exposure to malnutrition during the
development of the central and peripheral nervous system also shapes energy metabolism throughout
life. In the present project, we evaluated the consequences of a “cafeteria diet” (hypercaloric-
hipoprotein diet) during a perinatal period (gestation and lactation). Results indicate that perinatal
malnutrition can dictate metabolic disruptions in short-term windows, specifically during adolescence
and adulthood, in both female and male rats. Plasmatic levels of glucose and triglycerides were
evaluated, both in 6 time periods (ZT), in addition, we run an intraperitoneal glucose tolerance test
(PGT) at 2 time points (one at activity and one at rest).

Results showed that offspring of malnourished mothers have lower weight, height, abdominal and
thoracic circumferences as well as disturbances on the circadian rhythm of glucose and triglycerides,
mainly related to changes in glucose tolerance, insulin sensitivity, and glucose concentrations at
different time points. Therefore, perinatal malnutrition due to a cafeteria diet produces maladaptive

responses, programming the energy metabolism at various stages of development during life.

Key words: Perinatal malnutrition, metabolic programing, critical periods, circadian rhythms,

cafeteria diet.



1. Introduccion

La nutricion es uno de los factores primordiales para el desarrollo 6ptimo de los organismos.
Una buena nutricion estd dada por una dieta suficiente y equilibrada. Lo cual es un elemento
fundamental para la buena salud. Por el contrario una mala nutricién puede aumentar la
vulnerabilidad a las enfermedades, asi como alterar el desarrollo fisico y mental de los
organismos (OMS, 2020).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
por sus siglas en inglés) la “malnutricion” se refiere a las deficiencias, excesos o
desequilibrios en la ingesta de energia y/o nutrientes que son esenciales para el crecimiento,
el desarrollo fisico y cognitivo (FAO, 2021). La malnutricién engloba el sobrepeso, la
obesidad y la desnutricion, estas tres problematicas alimentarias y su coexistencia es llamada
como “doble carga de la malnutricién”, a nivel mundial es uno de los mayores problemas
sanitarios, con una alta prevalencia en la poblacion. Por lo cual la malnutricién, en cualquiera
de sus formas, conlleva riesgos considerables para la salud (OMS, 2022).

Las repercusiones en el desarrollo, las consecuencias de indole econdémica, social y médica
de la carga mundial de la malnutricion son graves y duraderas, para las personas, sus familias,
comunidades y paises. Actualmente, a nivel mundial se enfrenta una doble carga que incluye
la desnutricién y la alimentacion en exceso, afecciones que se observan en mayor porcentaje
en paises en vias de desarrollo y aquellos con ingresos medianos y bajos, por lo tanto,
combatir las diferentes formas de esta es uno de los mayores problemas sanitarios. Las
mujeres, los lactantes, los nifios y los adolescentes son las poblaciones méas vulnerables ante
la malnutricion (OMS, 2021).

El informe de la organizacion Panamericana de la Salud (OPS) que retne informacion de
paises como Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Peru, Venezuela y México indica que los
alimentos ultraprocesados, las bebidas azucaradas y la comida répida, brindan una calidad
nutricional pobre, pero de facil acceso debido a la reduccion de los costos lo cual ha
incrementado su consumo (OPS, 2019). Segun el reporte Nifios, alimentos y nutricion
México presenta un doble reto nutricional, la desnutricion afecta significativamente a la
region sur del pais, el sobrepeso y/u obesidad la region norte extendiéndose por el resto del

territorio mexicano. Las principales causas de una malnutricion en cualquier etapa de la vida



son los malos habitos de alimentacion y el estilo de vida, los cuales pueden tener efecto desde
edades muy tempranas hasta adultos mayores; la sobrenutricidén y desnutricion contribuyen
al deterioro de la salud en madres, lactantes y nifios pequefios, asi como al desarrollo fisico
y cerebral deficiente en los jovenes y adultos (UNICEF, 2019).

El Fondo de las Naciones Unidas para la infancia (UNICEF por sus siglas en inglés-United
Nations Children’s Fund) ha reportado que la malnutricion afecta a los nifios, nifias y
adolescentes en México de distintas maneras. La malnutricion en etapas tempranas como la
infancia tiene efectos en diversas etapas de la vida, por ejemplo, talla baja, desarrollo
insuficiente del sistema inmunoldgico, asi como el favorecimiento de enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas.

La mala cantidad y calidad de la dieta que se consume en diferentes etapas de la vida conlleva
a efectos adversos, en particular se ha reportado que las mujeres en edad reproductiva,
lactantes y los nifios son un grupo vulnerable a la malnutricion, la optimizacion de la
nutricion al comienzo de la vida (particularmente durante la gestacion y los primeros dos
afios de un infante) repercute en la calidad nutricional y de salud para esté a largo plazo
(OMS, 2018).

Estudios epidemiologicos como en modelos animales han contribuido al analisis del
entendimiento de las alteraciones metabdlicas asociadas al estilo de vida, particularmente en
modelos animales se ha demostrado que las condiciones tempranas como la nutricion y
especialmente la malnutricién en cualquiera de sus formas (desnutricion o sobrenutricidn)
han demostrado ser una de las causas de la prevalencia de aparicion de alteraciones
metabolicas en edades juveniles y adultas (Colombo et al., 2019; Gomez-Smith et al., 2016).
La mala nutricion intrauterina y temprana juega un papel crucial en los periodos criticos del
desarrollo embrionario y fetal funcional, lo que resulta en alteraciones en la vida posnatal,
un desequilibrio en calidad, cantidad y tiempo de la ingesta de alimento puede repercutir en
la nutricion de los individuos en el corto, mediano y largo plazo (Morgane et al., 1993,;
Morgane et al., 2002).

Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) dentro de las causas
inmediatas de la malanutricidon en edades tempranas se incluyen la alimentacion inadecuada
en cantidad o calidad y el cuidado inadecuado del nifio, que depende para su adecuada
alimentacion y salud del cuidado parental (ENSANUT, 2018).



El estilo de vida materno es capaz de modular el fenotipo, el desarrollo y comportamiento de
la descendencia, por lo tanto, la malnutricion materna, inducida por un equilibrio inadecuado
de nutrientes durante el embarazo y/o la lactancia, no solo es un factor de riesgo para la
madre, sino también para el feto en crecimiento, ya que puede alterar el desarrollo del
comportamiento (Ribeiro et al., 2018; Trujillo-Villarreal et al., 2021); y programar el
metabolismo energético de la descendencia (Mucellini et al., 2014; Saengnipanthkul et al.,
2021), afectando la salud y la susceptibilidad a enfermedades en etapas posteriores de la vida.
La malnutricion materna incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades o alteraciones
entre ellas las de origen metabdlico (Bustamante-Valdez, 2015), en humanos se han realizado
estudios epidemioldgicos que muestran que la malnutricion durante la gestacion y los
primeros dos afios de vida tienen efectos adversos sobre la salud y el desarrollo de
capacidades (ENSANUT, 2012, 2018; Fall, 2013; Wilkins et al., 2021). En modelos animales
se ha reportado que la nutricion deficiente durante etapas temprana de la vida puede ser una
condicion previa para que los individuos adultos desarrollen patologias metabdlicas, como
aumento en la adiposidad, obesidad, hiperglucemia, alteraciones en la sensibilidad a la
insulina y la homeostasis lipidica, asi como cambios en los mecanismos moleculares de
regulacién de la homeostasis metabdlica (Dudele et al., 2012; George et al., 2019; Lecoutre
et al., 2016; Martin et al., 2018; Morimoto et al., 2012).

En modelos animales se han estudiado alteraciones metabdlicas producto de una
malnutricion por la ingesta de una dieta denominada “dieta de cafeteria” (DCa), la cual
consiste en alimentos palatables para humanos, con alto contenido de grasas o azUcares, bajo
contenido proteico y valor energético que estimulan el consumo de la dieta (Gomez-Smith et
al., 2016; Rothwell & Stock, 2009).. La malnutricion materna a causa de la ingesta de una
DCa durante la gestacion y/o lactancia programa el desarrollo de la descendencia, a través de
cambios de posible origen epigenético, alterando el crecimiento, desarrollo de las crias, asi
como la homeostasis energética (Bautista et al., 2016; George et al., 2019; Pomar et al.,
2017).

Diversos parametros metabolicos presentan una distribucion temporal que se repite
aproximadamente cada 24 horas, denominados ritmos circadianos (RC), estos son los
responsables de mantener una periodicidad enddgena de la conducta, la fisiologia y el

metabolismo (Rijo-Ferreira & Takahashi, 2019). En los mamiferos, el sistema circadiano esta



organizado de manera jerarquica, se compone por un reloj central o marcapasos central
ubicado en el nlcleo supraquiasmatico (NSQ) en el hipotalamo anterior, y este a su vez regula
los relojes periféricos distribuidos en diversos 6rganos como el higado, el pancreas y el tejido
adiposo (Honma, 2018).

Se ha reportado que la DCa en etapas fundamentales para el desarrollo de la descendencia
como la gestacion y la lactancia modifica la expresion circadiana de parametros metabdlicos
como la glucosa, insulina, leptina y la corticosterona a corto plazo (Bustamante-Valdez,
2015).

Sin embargo, existen pocos estudios que exploren la persistencia de los efectos sobre la
programacion del metabolismo energético y su expresion circadiana en diferentes etapas de
la vida de la descendencia. Por lo cual es importante evaluar cuales son los efectos que genera
un ambiente adverso provocado por una dieta de cafeteria durante periodos criticos del
desarrollo como la gestacion y lactancia sobre el balance energético de parametros
metabdlicos, asi como su ritmicidad circadiana en el corto y mediano plazo, aunado a esto la
mayoria de los estudios se han realizado en machos, debido a ello es importante establecer si
existen diferencias sexuales en la programacion metabdlica y su ritmicidad circadiana por

una malnutricién materna.



2. Antecedentes

2.1. Malnutricion perinatal en mamiferos

En los mamiferos el desarrollo perinatal es fundamentales para un éptimo crecimiento y
funcion de los organismos. El ambiente intrauterino y el periodo de lactancia proporcionan a
las crias el entorno de nutrientes estableciendo una programacién metabolica (la cual se
describe en un capitulo posterior), estos periodos pueden ejercer influencia sobre el individuo
y prevalecer en diferentes etapas de la vida (Colombo et al., 2019).

El estado nutricional durante etapas tempranas del desarrollo como la gestacion y el periodo
postnatal temprano son primordiales para un 6ptimo crecimiento anatomofuncional de la
descendencia, por ejemplo, una mala nutricion materna en cualquiera de sus formas
(desnutricion o sobrenutricién) representa un entorno deficiente de nutrientes para la
descendencia, la cual favorece respuestas adaptativas que se reflejan en la fisiologia y
conducta de la progenie incrementando el riesgo de enfermedades metabolicas (George et
al., 2019).

Estudios epidemioldgicos y en modelos animales han relacionado una mala nutricion
materna en etapas tempranas de desarrollo como la gestacién y la lactancia con
predisposicion a enfermedades metabodlicas en la descendencia en edades adultas (Fall, 2013;
Morimoto et al., 2012), debido a que el balance energético es crucial para los procesos
metabolicos, los desequilibrios se han asociado a diversas enfermedades o padecimientos,
por ejemplo, la obesidad, diabetes, intolerancia a la glucosa o sindrome metabolico (Serin &
Acar Tek, 2019).

Durante la gestacion la madre tiene diferentes cambios que optimizan sus recursos
energéticos y brindan los necesarios a la progenie, la mala nutricion materna durante la
gestacion y la lactancia induce cambios en el desarrollo de la descendencia y estos pueden
presentarse en edades tempranas, asi como prevalecer hasta la vida adulta, los cuales se
modifican segun la etapa de la vida durante la cual fueron expuestos (Forgie et al., 2020).
Diversos estudios en modelos animales con una malnutricién en diferentes etapas de la vida
han demostrado modificaciones fisioldgicas y metabdlicas, en 2012 Morimoto y cols
demostraron que la exposicion a una dieta baja en proteinas durante la gestacion y/o la

lactancia en ratas programa el metabolismo energético de la insulina, predisponiendo a la
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descendencia a presentar disminucion a la tolerancia a la glucosa e incrementando la
susceptibilidad a la diabetes en edades adultas (Morimoto et al., 2012).

En roedores se han evaluado los efectos de una dieta alta en calorias en diferentes etapas de
la vida, mostrando que la calidad de la dieta es primordial en etapas tempranas. Se ha
reportado que la dieta de cafeteria (la cual se caracteriza por ser alta en calorias y baja en
proteinas) durante la lactancia impacta el metabolismo energético tanto de la madre como de
la descendencia, debido a que es una etapa critica para el desarrollo, en la cual la mala
nutricion materna desencadena respuestas adaptativas como la ganancia de peso en
comparacion con un grupo bien nutrido, asi como los niveles de triglicéridos, e
incrementando las respuestas de ansiedad evaluadas en pruebas conductuales (Guedine et al.,
2018), mayor acumulacion de grasa, hiperleptinemia, asi como una respuesta alterada a
pruebas de tolerancia a la glucosa (Pomar et al., 2017; Vithayathil et al., 2018).

Los cambios metabdlicos y fisioldgicos generados por la malnutriciobn materna durante
periodos criticos del desarrollo conllevan respuestas desadaptativas sexo-especificas a lo
largo de la vida de la descendencia, por ejemplo, la exposicion a la restriccion de alimento
materno se ha asociado con una menor adiposidad en las hembras, e hiperleptinemia en
machos (Howie et al., 2012), por otra parte, la dieta de cafeteria materna durante la gestacion
incrementa la adiposidad e insulina plasmatica en machos no asi en hembras, aunque estas

ultimas presentan mayores concentraciones plasmaticas de triglicéridos (George et al., 2019).

2.2. Periodos criticos del desarrollo en el cerebro de mamiferos

El desarrollo del cerebro de los mamiferos es un proceso complejo, dinamico y adaptativo,
que esta regulado por diversos factores, entre ellos genéticos, bioquimicos y ambientales,
estos procesos interactian para dar curso a los acontecimientos que definen el desarrollo
cerebral (Stiles & Jernigan, 2010). En los mamiferos este proceso se lleva a cabo en un
periodo perinatal, el cual comienza antes del nacimiento y puede continuar en el periodo
postnatal prolongado, en conjunto la expresion genica y los fatores ambientales son
esenciales para el correcto funcionamiento del cerebro, asi como del organismo per se.

En la figura 1 se observa la comparacion de los principales eventos del neurodesarrollo en la

rata y el humano, los cuales muestran que las ventanas temporales de los procesos se



desarrollan en un periodo especifico, al que se le denomina, periodo critico (PC), estas
ventanas temporales de mayor plasticidad representan periodos que no pueden ser revertidos
o0 repetidos posteriormente, es una capacidad de reorganizacién en fases temporales Unicas
de desarrollo en la adaptacion al medio ambiente (Dehorter & Del Pino, 2020; Morgane et
al., 1993; Morgane et al., 2002).

Tanto la expresion génica, asi como los factores ambientales son esenciales para el desarrollo
y funcionamiento adecuado del cerebro, las alteraciones en cualquiera o ambos de los
factores provocan modificaciones en el neurodesarrollo, fisiologia y conducta del organismo
(Stiles & Jernigan, 2010). Insultos durante estas ventanas temporales podria desencadenar
cambios adaptativos pero irreversibles generando un déficit funcional permanente. Tanto la
edad, duracion y severidad en la que el insulto se produce son factores que influyen en la
adaptacion del neurodesarrollo.

Los circuitos neuronales que se forman son consecuencia de los factores genéticos y
ambientales durante los periodos criticos del desarrollo, esto permite a los organismos
adaptarse a los retos del medio (Reh et al., 2020). La nutricion es un factor primordial para
el establecimiento de las vias de sefializacion y diferenciacion de circuitos neuroendocrinos
que controlan el equilibrio energetico (Reynolds et al., 2017). El desarrollo normal del
cerebro requiere un ajuste temporal entre la maduracion intrinseca y las influencias
ambientales; dentro de estas Ultimas se encuentra el estilo de vida, el cual incluye una
nutricion adecuada en calidad y cantidad (Morgane et al., 1993; Ribeiro et al., 2018).

El cerebro particularmente el hipotalamo es el centro de la regulacion homeostatica del
metabolismo energético, integrando sefiales periféricas de ingesta de alimento y saciedad,
modulando el metabolismo, el gasto energético, la secrecion de insulina 'y la regulacion de la
glucosa y acidos grasos, entre otras funciones. Las redes neuronales especializadas en el
cerebro coordinan los cambios adaptativos en la ingesta de alimentos y el gasto de energia
en respuesta al metabolismo alterado (Catalano, 2010).

En la figura 1 ademas los periddicos criticos, se observa que tanto en la rata como en el
humano las ventanas temporales son comparables debido a que el desarrollo de ambos
organismos es muy similar, lo que hace idéneo a la rata como unidad experimental en
estudios relacionados a los periodos criticos del desarrollo. Los estudios en animales han

modelado las influencias de los factores ambientales durante la gestacion y el periodo



postnatal temprano sobre desarrollo del sistema nervioso, la conducta, el metabolismo y la
fisiologia de la descendencia en etapas adultas (Castrogiovanni & Ibesi, 2017; Colombo et
al., 2019).
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Figura 1. Periodos criticos del desarrollo del cerebro en mamiferos. Comparacion de los principales eventos del desarrollo en el cerebro de ratas
y humanos. Los eventos de desarrollo se muestran en relacion con el nacimiento, lo que proporciona informacion sobre las ventanas criticas del
desarrollo vinculadas con eventos especificos de maduracién. Las flechas en la mielinizacion, glicogénesis tardia y curva de microneurogenesis
indican su continuacién durante periodos prolongados postnatales (modificado de Morgane, 2002).
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2.3. Programacion metabdlica DOHaD

El ambiente en el que crece un organismo en las etapas tempranas como la gestacion y la
lactancia es fundamental para un desarrollo 6ptimo, en las Gltimas décadas se han realizado
estudios en este campo en particular. Las investigaciones en los origenes del desarrollo de la
salud y la enfermedad (DOHaD, por sus siglas en inglés) profundizan sobre los efectos de la
salud, la nutricion, el ambiente intrauterino y la programacién en la descendencia. Las
ventanas temporales criticas en el desarrollo pueden verse impactadas por diversos factores,
entre ellos se encuentra el estilo de vida, en particular el estado nutricional de la madre antes,
durante y después de la gestacion es un factor clave para el desarrollo y crecimiento de la
descendencia (Daher-Abdi et al., 2021).

Los origenes evolutivos de la salud y la enfermedad también conocido como programacion
del desarrollo, metabdlica o nutricional proponen que la nutricion fetal tiene efectos
permanentes sobre el crecimiento, las estructuras y el metabolismo energético, en la cual se
propone que se sensibiliza a la descendencia a presentar consecuencias adaptativas a los retos
del medio, llevando a desarrollar enfermedades metabdlicas a través de mecanismos
epigenéticos, generando cambios a largo plazo en la conducta y la homeostasis energética
(Fall, 2013).

El efecto més estudiado es la relacion de la nutricion materno-neonato sobre la programacion
del sindrome metabodlico en la vida postnatal de la descendencia programando cambios
estructurales y funcionales (Morimoto et al., 2012). Estudios en ratas han demostrado que la
restriccion calorica o proteica durante la gestacion y lactancia predispone a la descendencia
macho, y particularmente a las hembras al retraso en el crecimiento, asi como alteraciones
en la sensibilidad a la insulina, el metabolismo de la glucosa y triglicéridos (Zambrano et al.,
2006), asi mismo incrementa la predisposicion a la obesidad, hiperfagia e hipertrofia de
adipocitos al ser expuestas a dietas hipercaldricas en etapas posteriores con mayor facilidad
gue organismos bien nutridos durante el desarrollo temprano (Bieswal et al., 2006).

La malnutricion también puede programar el metabolismo energético y su ritmicidad
circadiana. Los efectos de la dieta sobre el ritmo circadiano implican un ajuste entre factores
como los horarios de las comidas y los nutrientes (Henry et al., 2020). Las alteraciones en
los ritmos perjudican el metabolismo e influyen en la patogenia de enfermedades

metabdlicas.
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2.4. Los ritmos circadianos y el metabolismo energético en mamiferos

Las oscilaciones periddicas presentes en los organismos que se repiten aproximadamente
cada 24 horas se denominan “ritmos circadianos” (del latin circa, que significa “alrededor
de” y dies, que significa “dia”) (Honma, 2018), estos participan en la coordinacion de
diversos procesos biogquimicos, fisiolégicos y conductuales, proporcionando a los
organismos una sincronizacion temporal con su medio externo, permitiendo anticipar los
cambios ambientales y de esta manera optimizar los recursos (Lowrey & Takahashi, 2011,
Partch et al., 2014; Rijo-Ferreira & Takahashi, 2019). Los ritmos circadianos cumplen 4
caracteristicas: 1) se expresan de manera regular cada 24 horas, 2) son enddgenos, es decir
se presentan aun en ausencia de sefiales externas, 3) son sincronizables, por lo cual se ajustan
al periodo de una sefial externa denominada “Zeitgeber” (ZT, dadores de tiempo), 4)
presentan compensacion a la temperatura, es decir las variaciones térmicas no modifican la
duracion con que se presenta la oscilacion del parametro bioldgico (Bass & Takahashi, 2010;
Honma, 2018; Lowrey & Takahashi, 2011).

Las oscilaciones presentan pardmetros que permiten la evaluacion de un ritmo circadiano
(Cornelissen, 2014; Poggiogalle et al., 2018) , los cuales se muestran en una representacion

gréfica en la figura 2.
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Figura 2. Esquema de los parametros analizados en los ritmos bioldgicos. Representacion de la
oscilacion producto de un ritmo circadiano, en el eje X se muestra el tiempo, en el eje Y la magnitud
del parametro evaluado. Periodo (T): indica el intervalo de tiempo en el que un ciclo se completa.
Mesor: valor medio de la curva ajustada a través del método Cosinor. Amplitud: diferencia entre el
valor maximoy el valor minimo del ajuste de Cosinor. Fase: cada momento de un ritmo u oscilacion.
Acrofase: momento en el cual ocurre le punto maximo o pico de una oscilacién, se emplean las horas
como unidades. Batifase: momento en que ocurre el punto mas bajo de la oscilacion de un ritmo, se
emplean las horas como unidades. Relacion de fase (¥): diferencia temporal entre dos fases de uno
o0 dos ritmos (modificado de Poggiogalle, Jasmshed y Peterson, 2017).

Diversos procesos en los mamiferos muestran oscilaciones con un patron ritmico que se
repite cada 24 horas, de esta manera se denominan relojes circadianos a aquellos que fungen
como temporizadores enddgenos que regulan la fisiologia y conducta de los organismos,
integrando diversas sefiales del entorno como la luz y la ingesta de alimentos, presentando
de esta manera un cronometraje circadiano interno de aproximadamente 24 horas que les
permite regular diversos procesos biolégicos, como el ciclo suefio-vigilia, procesos

cognitivos y conductuales, y el metabolismo energético (Dibner et al., 2010).

2.4.1. El sistema circadiano en mamiferos

En los mamiferos, los ritmos circadianos estan regulados por un sistema jerarquico
constituido por un marcapasos central también conocido como reloj circadiano maestro
ubicado en el nacleo supragquiasmatico en el hipotalamo anterior (NSQ), el cual sincroniza

los relojes periféricos distribuidos por todo el cuerpo, proporcionando una respuesta éptima
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a las necesidades de un organismo en el momento especifico del dia (Dibner et al., 2010;
Takahashi, 2017).

El mecanismo del reloj esta constituido por una maquinaria molecular autosostenida formada
por un sistema de retroalimentacion negativo transcripcional y traduccional que se basa en
cambios dinamicos del estados de la cromatina (figura 3) (Eckel-Mahan & Sassone-Corsi,
2009), estos cambios producen oscilaciones en la expresion de genes y proteinas que en
conjunto se denominan reloj molecular, este esta presente el NSQ y osciladores periféricos
(Bass & Takahashi, 2010; Takahashi, 2017).

Genes metabdlicos
Genes de sefalizacion

Reguladores epigenéticos
Otros

NW

P —
<«— BMAL1
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Figura 3: Reloj circadiano en mamiferos. Se muestra el asa de retroalimentacién y autorregulacion
la maquinaria del reloj molecular en mamiferos. ElI complejo activador transcripcional
CLOCK:BMAL, sus represores PER:CRY, REV-ERBa, o activadores RORa/B, los cuales
constituyen el oscilador de reloj molecular que impulsa la transcripcion o represion de maltiples genes
controlados por reloj (CCG), por ejemplo genes relacionados al metabolismo, a la sefializacion y
reguladores epigenéticos. CLOCK: Circadian Locomotor Output Cycles Kaput, BMAL: Brain and
muscle Arnt-like protein; Per: Period; CRY: Cryptocrome (modificado de Lee, 2021).

El ndcleo de los genes reloj incluyen al heterodimero formado por los activadores

transcripcionales Clock y Bmal y el heterodimero formado por los represores Per y Cry, la
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sintesis y traduccion de las proteinas CLOCK y BMAL ocurre durante el dia, lo que lleva a
la transcripcion de los genes Per y Cry. El oscilador central se complementa con un segundo
bucle en el que se mantiene la expresion periddica de BMAL por el represor REV-ERBa y
el activador ROR. Los niveles de las proteinas PER y CRY aumentan durante la noche, estos
dos elementos dimerizan y se translocan al nucleo reprimiendo la transcripcion de las
proteinas CLOCK y BMAL para reprimir su propia transcripcion. Las modificaciones
postraduccionales en PER y CRY inducen su degradacién, para comenzar un nuevo ciclo
(Kondratova & Kondratov, 2012; Y. Lee, 2021).

El reloj circadiano diariamente se somete a resincronizaciones con sefiales ambientales
ritmicas que ocurren ritmicamente llamadas Zeitgebers , estos son transmitidos por
potenciales de accién al NSQ, a su vez este regula diversos procesos fisiologicos,
bioquimicos y conductuales a través de la sincronizacion de los osciladores periféricos, los
cuales se ajustan mediante sefiales neurales y humorales (Lowrey & Takahashi, 2011).
Ademaés del reloj maestro en el NSQ, casi todas las células del cuerpo presentan un reloj
autonomo con la maquinaria del oscilador descrita previamente, generando osciladores
autosuficientes en todo el cuerpo, las cuales son sincronizadas y ajustadas por el reloj maestro
y denominados osciladores periféricos (Pickel & Sung, 2020). Es importante mencionar que
a nivel celular cada célula se rige por su reloj independente, sin embargo, estas se acoplan
para generar un ritmo Unico para el tejido (oscilador). EI mecanismo del reloj molecular se
encuentra en el NSQ vy los osciladores periféricos se distribuye en el cerebro y los sistemas
de drganos periféricos. El ndcleo supraquiasmatico estd ubicado en el hipotdlamo, esta
constituido por 20000 neuronas, su funcidn principal es imponer fase a los osciladores
periféricos, mediando asi la sincronizacién periodica de los ritmos con las sefiales ambientes
externas. Esta sincronizacién se lleva a cabo por la liberacion ritmica de neurotransmisores
y neuropeéptidos dese el NSQ, asi como los osciladores periféricos a través de la secrecion
hormonal sistémica y las inervaciones neurales, coordinando ritmicamente los proceso
fisiolégicos y conductuales con los cambios ambientales, generando relaciones de fase entre
los diferentes procesos bioldgicos y osciladores periféricos (Honma, 2018; Lee, 2021).
Estudios en modelos animales han mostrado oscilaciones circadianas en la expresion de

genes reloj en tejidos como el corazdn, pulmones, estomago, higado, el pancreas y el tejido
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adiposo, estos son sincronizados por el oscilador maestro, por lo cual son denominados
relojes u osciladores periféricos (Yamamoto et al., 2004).

Entre los procesos regulados por los ritmos circadianos se encuentra el crecimiento celular,
procesos fisioldgicos y conductuales, que incluyen el ciclo suefio-vigilia, actividad-reposo,
alimentacion-ayuno, asi como la regulacion del metabolismo (Pickel & Sung, 2020;
Takahashi, 2017); por ejemplo, como se mencion6 previamente el principal sincronizador de
los mamiferos es la luz, los ciclos luz-obscuridad ajustan diversos procesos fisioldgicos y
conductuales a un periodo de 24 horas, como los ciclos de actividad y reposo, la ingesta de
alimento y el ayuno (Peek et al., 2012), por lo cual la demanda de nutrientes varia a lo largo
del dia y por ello el metabolismo energético presenta una organizacion temporal. Las
respuestas fisioldgicas y conductuales con una expresion ciclica presentan una diferencia
sexual, enmarcando un patron ritmico diferente en amplitud, periodo o fase entre machos y
hembras, lo que desencadena respuestas adaptativas diferenciales (Joye & Evans, 2022).

En modelos animales, la interrupcién del reloj puede conducir a perturbaciones que se han
asociado a la prevalencia de diversas enfermedades, como las enfermedades metabdlicas
(Bass & Takahashi, 2010).

2.4.2. Los osciladores periféricos y el metabolismo energético

Los procesos y reacciones quimicas que permiten a los organismos transformar los nutrientes
en energia son denominados metabolismo energetico, este comprende de una serie de vias
interconectadas que permiten la generacion de ATP (adenosin trifosfato), la cual es
indispensable para el mantenimiento de la homeostasis (Eckel-Mahan & Sassone-Corsi,
2009).

El sistema circadiano organiza el metabolismo en ciclos diarios de 24 horas, de esta manera
hay una separacion temporal de los procesos metabolicos anabdlicos y catabolicos,
aumentando la eficiencia metabdlica (Brown et al., 2019). .

La coordinacién de los osciladores periféricos y el NSQ forma una red altamente
especializada que brinda temporalidad entre otros procesos fisiologicos al metabolismo

energético (figura 4), expresando una oscilacion circadiana en diversas moléculas entre ellas
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enzimas, hormonas y metabolitos, coordinando diversos procesos bioldgicos, como la
alimentacion y la homeostasis metabodlica en una oscilacién que se repite cada 24 horas
(Kohsaka et al., 2007).

Senales/entradas Osciladores periféricos salidas
Ciclo sueno-vigilia
Temperatura
corporal
Reproduccion
Alimentacion
Metabolismo

-Insulina
-Glucosa
-Triglicéridos
-Leptina

etc

Figura 4: Los osciladores periféricos y el metabolismo energético en mamiferos. El Sistema
circadiano en mamiferos se presenta de manera jerarquica, se muestra el nicleo supraquiasmatico
(marcapaso central) y la recepcidon de sefiales ambientales como la luz, la cual se transmite al NSQ y
permite sincronizar los relojes con en medio externo. Sefiales eléctricas y humorales sincronizan los
osciladores periféricos como el tejido adiposo, el higado, la glandula suprarrenal y el pancreas, los
cuales a su vez interactlan entre ellos para mantenerse en homeostasis con el medio externo
(modificado de Kumar Jha, Challet, & Kalsbeek, 2015).

Los componentes del reloj molecular se relacionan con el metabolismo energetico
impulsando la liberacion o inhibicién de diversos reguladores , por ejemplo la glucosa e
insulina la cual altera su oscilacion en ratones deficientes de Per2, mostrando hiperglucemia
y una liberacion deficiente de insulina y a su vez esto provocO una disminucion en la
traduccion de Clock (Zhao et al., 2012), desincronizando los relojes y modulando la
transcripcion de los genes reloj. Por otra parte, la eliminacion del gen Bmal en ratones
disminuye la absorcion de glucosa, desencadenando la disminucion de glucégeno hepético
(Onuma et al., 2022).
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Por lo tanto, las vias metabdlicas son reguladas por la maquinaria molecular de los
osciladores periféricos y a su vez se sabe que los elementos del reloj molecular también
pueden percibir cambios en el metabolismo (Eckel-Mahan & Sassone-Corsi, 2009).

Diversos tejidos distribuidos en todo el cuerpo llevan a cabo actividades metabdlicas, por
ejemplo el higado, el cual tiene un importante papel en la regulacién de procesos metabdlicos
como los ciclos de alimentacion, el metabolismo de &cidos grasos (Aguilar-Roblero & Diaz-
Mufioz, 2010) y el metabolismo de la glucosa (Gatfield & Schibler, 2008), el higado también
es considerado como un oscilador periférico que presenta oscilaciones de procesos
energéticos y adaptaciones metabolicas que incluyen cambios en el manejo de acidos grasos,
glucogenalisis, el estado redox y sefializacion de receptores nucleares (Aguilar-Roblero &
Diaz-Mufioz, 2010), la regulacion circadiana del metabolismo hepatico juega un papel
importante en el almacenamiento y gasto eficiente de los nutrientes, durante los periodos

diarios de alimentacién y ayuno (Ferrell & Chiang, 2015).

2.4.3. Patrones ritmicos del metabolismo energético

La glucosa es la principal fuente energética de los organismos, y en particular del cerebro,
sus niveles deben mantenerse en ciertas concentraciones a lo largo del dia para proveer al
organismo de la suficiente energia. La glucosa plasmatica presenta un ritmo circadiano, la
cual alcanza sus maximos niveles cerca del inicio de la fase de actividad , seguido de una
disminucion gradual al final de esta. Estudios en modelos animales han mostrado que la
glucemia esta regulada por diversos factores como la alimentacién, el ayuno y las reservas
en higado y musculo , asi como por el hipotalamo y en particular por el NSQ, La Fleury cols
(1999) mostro que lesiones en el oscilador maestro muestran una abolicion del ritmo
circadiano de glucosa (La Fleur et al., 1999). La tolerancia a la glucosa presenta una
regulacién dada por la sensibilidad a la insulina, esta Ultima muestra un ritmo circadiano que
se ve alterado en organismos con lesiones en el NSQ (la Fleur et al., 2001), la interrupcion
del reloj conduce a trastornos en el metabolismo de la glucosa, lo que confirma el papel de
los genes reloj como reguladores clave del metabolismo.

La insulina es una hormona cuya liberacion se debe a las células B pancreaticas en respuesta
a niveles elevados de nutrientes circulantes, su funcion es controlar el metabolismo de la

glucosay los lipidos (Olivares y Arellano, 2008).
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Los triglicéridos contribuyen a las reservas energéticas de los mamiferos, , estos estan
regulados por diversas enzimas y reguladores metabolicos, entre ellos los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS — por sus siglas en inglés-), los cuales
participan en las vias metabdlicas que involucran lipidos y triglicéridos, también se expresan
ritmicamente en diversos tejidos periféricos, ademas de ser reguladores directos de los
componentes del reloj molecular. Estudios en modelos animales sugieren que los relojes
circadianos y el tiempo de alimentacion sincronizan la fase y los niveles de triglicéridos
almacenados en el higado (Adamovich et al., 2014; Chen & Yang, 2014).

El estilo de vida es el principal factor que altera el metabolismo energético, la alimentacion
inadecuada en cantidad, calidad o tiempo, desajusta la comunicacién humoral y/o neuronal
de los diferentes tejidos que regulan las vias metabdlicas, la interrupcion o desfase de las
oscilaciones circadianas de los metabolitos influye en enfermedades metabolicas como la
resistencia a la insulina, obesidad y diabetes (Adamovich et al., 2014; Poggiogalle et al.,
2018), por ejemplo la exposicion a una dieta alta en grasas genera una reorganizacion de vias
metabdlicas, entre ellos el ritmo circadiano del metabolismo energético de diversas
moléculas en el higado (Eckel-Mahan & Sassone-Corsi, 2013). En 2007 Kohsaka y cols
observaron en ratones juveniles que una dieta alta en grasas conduce a cambios en el periodo
del ritmo de actividad locomotora y una modificacion de la fase del ritmo de alimentacion
(mayor consumo de alimento durante el dia) y atenuacién del ritmo de proteinas reloj en
higado y tejido adiposo (Kohsaka et al., 2007).

Estudios recientes han mostrado que la relacion entre la maquinaria molecular que regula la
expresion circadiana y las sefiales metabolicas a nivel central o/y periférico pueden verse
alteradas por el estilo de vida, en particular por la ingesta de una dieta inadecuada, (Borck et
al., 2017).
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3. Planteamiento del problema

La nutricion es un factor importante para el desarrollo, crecimiento y salud de los organismos,
en la actualidad el aumento en la mala calidad de la dieta se ha relacionado con el estilo de
vida, debido a el consumo de alimento altos en carbohidratos y grasas o bajas en proteinas,
generando un desbalance en los nutrientes que conlleva a alteraciones fisioldgicas,
conductuales y metabdlicas, asi como la temporalidad regulada por los relojes biologicos de
estas respuestas a nivel central y periférico.

Se ha descrito que la malnutricion en etapas tempranas del desarrollo predispone a cambios
en el metabolismo energético, programando la susceptibilidad a desarrollar alteraciones
metabolicas en etapas posteriores diferencialmente entre machos y hembras (Castro et al.,
2017; George et al., 2019; Zambrano et al., 2006), aunado a esto, diversos parametros
metabdlicos presentan una regulacién circadiana que les permite anticipar los cambios y
mantener el balance energetico asi como cambios en la regulacion circadiana de los
parametros metabdlicos involucrados (Borengasser et al., 2014), a partir de esto, surge la
siguiente pregunta de investigacion:

¢Cudles son los efectos de una dieta de cafeteria durante etapas tempranas del desarrollo
(gestacién y lactancia) sobre el balance energético de parametros metab6licos (como la

glucosa y los triglicéridos) y su ritmicidad circadiana en el corto y en el largo plazo?

4. Hipotesis

El modelo de malnutricion materna en rata producido por la administracion de una dieta de
cafeteria (hipercaldrica/hipoproteinica) durante la gestacion y la lactancia programara el
metabolismo energético de la descendencia. Modificara la ritmicidad circadiana en
especifico el periodo, la amplitud y la acrofase de la concentracion plasmatica de glucosa y
triglicéridos. Estos efectos se conservaran tanto en el corto como en el largo plazo sobre la
expresion del ritmo diario del metabolismo energético de la progenie presentando diferencias
entre machos y hembras.

21



5.

Objetivos

5.1. General

Determinar el efecto de una dieta de cafeteria materna en rata sobre el dimorfismo sexual y

la expresion del ritmo diario de metabolitos en la progenie juvenil y adulta.

5.2. Objetivos particulares

En las crias macho y hembra:

Evaluar si la malnutricion perinatal (hipercalérica-hipoproteinica) altera los
pardmetros del ritmo diario de la concentracion de triglicéridos en plasma.

Evaluar si la malnutricion perinatal (hipercalérica-hipoproteinica) altera los
pardmetros del ritmo diario de la concentracion de glucosa en plasma

Evaluar si la malnutricion perinatal produce resistencia a la insulina mediante el
indice de HOMA y comparar su respuesta en dos puntos temporales (uno de actividad
y uno de reposo)

Evaluar la eficiencia del metabolismo de la glucosa en dos puntos temporales (uno de
actividad y otro de reposo)

Determinar si la malnutricion perinatal altera diferencialmente a machos y hembras a

fin de determinar dimorfismo sexual en el metabolismo energetico
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6. Materiales y método

6.1. Animales

Se emplearon ratas de la cepa Sprague-Dawley en edad reproductiva (entre 90 y 120 dias)
de la colonia del Laboratorio de Biologia Animal Experimental de la Facultad de Ciencias
de la UNAM, mantenidas con agua y alimento ad libitum, bajo condiciones controlados,
temperatura ambiental de 21 + 1°C, en un fotoperiodo 12:12 Luz/Oscuridad (ZTO =7 amy
ZT12 = 7pm). Todos los procedimientos experimentales fueron realizados bajo las
recomendaciones y aprobacion del comité de bioética de la Facultad de Ciencias de la
UNAM, CEAR (comision de ética académica y responsabilidad cientifica), con el nimero
de proyecto PI1_2021_02_01 Bustamante.

Las ratas fueron divididas aleatoriamente en 2 protocolos nutricionales, uno
alimentado con una dieta estandar para roedores de laboratorio (Co) con un aporte de 4.15
Kcal/g y otro con una dieta de cafeteria (hipercaldrica-hipoproteica) (DCa) con un aporte de
6.32 Kcal/g (ver la tabla I), por un periodo de 3 semanas antes del apareamiento y durante
los periodos de gestacion y lactancia. Ambos grupos se mantuvieron con agua y alimento ad
libitum. Posteriormente al destete las crias de ambos grupos fueron alimentadas con dieta
estandar para roedores de laboratorio por un periodo de 3 semanas antes del apareamiento y
durante los periodos de gestacion y lactancia. Posteriormente fueron alimentadas con dieta
estandar para roedores de laboratorio.

En lafigura 5 se presenta el disefio experimental del presente trabajo, el cual se detalla en los

siguientes parrafos.
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Figura 5. Disefio experimental. Los recuadros negros hacen referencia al grupo control y los grises
al grupo con malnutricién. Co, alimentado con dieta control, DCa indica alimentacién con dieta de
cafeteria. DCa-Co indica a las crias de madres alimentadas con DCa durante la gestacion y lactancia
y con dieta control después de destete. Co-Co se refiere a las crias alimentadas con dieta control
durante la gestacion, lactancia y posdestete. La linea punteada vino indica el destete (y cambio de
dieta para el grupo DCa a dieta estandar para roedores de laboratorio). La barra inferior muestra los
6 puntos temporales de las tomas de muestras para la evaluacion del ritmo de los parametros
metabolicos (en cada punto temporal las ratas presentaban 4 horas de ayuno).

6.2. Dietas
6.2.1. Dieta control (Lab Diet)

El grupo control (Co) fue alimentado con la dieta estdndar para roedores de laboratorio Lab
Diet 5008 (recomendada durante la gestacion y la lactancia) con un aporte energético de 4.15
Kcal/g (carbohidratos 50.3%, proteinas 23.6%, grasas 6.7%, cenizas 6.1%, fibra cruda 3.3%
y humedad 10%), esta fue administrada durante la gestacion y la lactancia. Posterior al
destete se administré una dieta estandar para roedores de laboratorio Lab Diet 5001 (la cual

es recomendada para el ciclo de vida de los roedores de investigacion).

6.2.2. Protocolo de Malnutricion (dieta de cafeteria “DCa”)

Al grupo alimentado con una dieta de cafeteria (hipercalérica-hipoproteinica) se le
administr6 una dieta formulada con los siguientes componentes: se consider6 como base la

dieta Lab Diet 5008 y se le adiciond leche condensada, pan de caja, chocolate, galletas, coco
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seco, papa hervida y manteca vegetal (Bustamante-Valdez, 2015), con un aporte de energia
bruta de 6.32 Kcal/g (carbohidratos 67.16%, proteinas 8.78%, grasas 13.73%, cenizas 2.58%,
fibra cruda 0.65% y humedad 7.1%)?, esta dieta fue proporcionada durante 3 semanas antes
de la cruza, durante la gestacion y lactancia, posterior al destete se administrd una dieta

estandar para roedores de laboratorio Lab Diet 5001.

11 para determinar la composicion nutrimental de la dieta de cafeteria se realizé un andlisis quimico
proximal en la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNAM.
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Tabla I. Composicion nutrimental de los componentes de la dieta de cafeteria

Componente Gramos Contenido Carbohidratos Proteinas Grasas Fibra  Sodio Azucares
Empleados energetico totales (g/100) totales (9/100)  (g/100) (9/100)
(9/100) (9/100) (9/100) (mg)
(Kcal)
Pan de caja 139 244 48.6 7.1 2.4 1.7 339 4
(Bimbo®)
Leche condensada 375 330 55.5 7.6 5 0 0.217 59
(Nestlé®)
Chocolate 250 551 63 2 32 0 120 27
(Procali®)
Galleta (Gamesa®) 80 142 29 2 6 1 140 10
Coco seco (Verde 250 432 41.9 3.1 28 9.9 285 36.8
Valle®)
Manteca vegetal 100 894 1.2 0 98.8 0 2 0
(Inca®)
Papa cocida 250 120 7 0 0 1.7 170 0
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6.3. Cruza de las ratas

Posterior a las 3 semanas de malnutricion de las hembras DCa, ambos grupos fueron
colocados en cajas de acrilico individuales, conservando el protocolo de nutricion y las
condiciones ambientales. Se realizaron frotis vaginales para determinar la fase del ciclo estral
e identificar el proestro, una vez registrado se coloco un macho sexualmente experto por cada
dos hembras, al dia siguiente se realizaron frotis vaginales y se consideré como prefiadas a
las hembras al encontrar la presencia de espermatozoides, durante los dias subsecuentes las

hembras fueron observadas para registrar la fecha de nacimiento de las crias.

6.4. Curvas de crecimiento

Las camadas de madres Co y DCa fueron sexadas y estandarizadas a 8 crias, se mantuvieron
en condiciones de temperatura y fotoperiodo igual al de sus madres, al dia 21 de edad las
crias fueron destetadas y tanto el grupo Co como el grupo DCa fueron alimentadas con dieta
Lab Chow 5001. Después del destete las crias fueron separadas por sexo y tanto para hembras
como machos de ambos grupos se determiné semanalmente el peso y la longitud naso-anal

desde el nacimiento hasta los 90 dias de edad.

6.5. Parametros morfomeétricos

e Se evaluaron la circunferencia toracica (CT), circunferencia abdominal (CA) e indice
de Lee (I. Lee) para hembras y machos de ambos grupos en los dias postnatales (pn)
21,40y 90. Elindice de Lee es un parametro en roedores analogo al indice de masa
corporal en los humanos, el cual permite estimar la relacion peso-longitud de cada

organismo (Novelli et al., 2007)..

Para determinar el I. Lee se registro el peso y la longitud naso-anal.

31/Peso corporal

Longitud naso anal x 10%

(Simson & Gold, 1981)

Indice Lee =
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e La circunferencia toracica se determind inmediatamente posterior a los cuartos
delanteros.
e La circunferencia abdominal se determind inmediatamente anterior a los cuartos

traseros.

6.6. Consumo de alimento

Tanto para machos como hembras se midié el consumo de alimento semanal, se pesé el
alimento colocado y al dia siguiente se peso el alimento que no fue consumido por las ratas
y se dividieron entre el niUmero de ratas por caja, el calculo de consumo fue realizado por

Semana.

6.7. Andlisis de parametros plasmaticos
6.7.1. Ritmo diario de triglicéridos y glucosa

Se emplearon ratas hembra y machos juveniles (40 dias) y adultas jovenes (90 dias), de
ambas condiciones nutricionales, se realizaron tomas de muestras en 6 puntos temporales.
Los pardmetros plasmaticos se evaluaron con 4 horas de ayuno entre cada punto temporal,
los horarios fueron ZT4 (11 am), ZT8 (3 pm), ZT12 (7 pm), ZT16 (11 pm) y ZT20 (3 am),
ZT24 (7 am), con una n = 10 por grupo. Para la realizacion del presente trabajo no fue
considerado el ciclo estral de las hembras, pero si el periodo de ayuno, para cada toma de
muestra los animes tenian 4 horas de ayuno.

Las ratas se anestesiaron con Isoflurano (Sofloran Vet) y se realizé extraccidn de sangre de
la vena caudal en tubos capilares con heparina, 3 por individuo, aproximadamente 30 ul por
capilar.

Las muestras sanguineas se centrifugaron por 10 minutos a 10 000 rpm para obtener el
plasma, el cual se extrajo de los capilares empleando una jeringa Hamilton de 50ul. el plasma
obtenido de cada individuo se almaceno en tubos Eppendorf por separado bajo congelacion
a -40°C, con el fin de analizar los parametros en tiempos distintos y no afectar los resultados
por el deterioro de muestras debido a la congelacion y descongelacion (Bustamante-Valdez,
2015).
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Para evaluar las concentraciones plasmaticas de glucosa y triglicéridos totales se realizaron
ensayos enzimaticos de colorimetria, para glucosa el Kit Spinreact Glucose-LQ y para

triglicéridos se emple0 el kit Spinreact Tryglycerides-LQ.

6.7.2. Concentracién plasmatica de insulina

Se evaluo la concentracion plasmaética de insulina en dos puntos temporales ($Co n = 6,
dCon=26, 2DCan =6, IDCan = 6): ZT4 (fotofase y fase de reposo), ZT20 (escotofase,
fase de actividad). La concentracion plasmatica de insulina fue determinada mediante un
ensayo de ELISA, empleando el Kit Rat/Mouse Insulin ELISA Millipore (Cat. #EZRMI-
13K).

6.7.3. Indice de HOMA (Modelo de Evaluacion Homeostatica)

Basado en el analisis de glucosa e insulina en plasma, se determind el modelo de evaluacion
homeostatica (HOMA, por sus siglas en inglés Homeostasis model assessment) para la
evaluacion de resistencia a la insulina (HOMA-IR) en el ZT4y ZT20 (Con=6, 4 Con=

6, YDCan =6, $DCa n = 6), empleando la siguiente ecuacion:

[Insulina en plasma (uU/ml) x Glucosa en plasma (mmol/l)] / 22.5.
(Wu et al., 2014)

6.7.4. Prueba de tolerancia a la glucosa (PTG)

Cuarenta y ocho horas posteriores a la obtencion de muestras plasmaticas se realiz6 una
prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) para ambos grupos (?Con =6, dCon=6, ?DCan
=6, dDCan=6). En ZT4y ZT20 (con 6 horas de ayuno) cada individuo se colocé en una
caja de restriccion de movimiento de acrilico para rata adulta y se obtuvo una muestra de
sangre por medio de una puncién en la vena caudal, se midi6 la concentracion basal de
glucosa en sangre (tiempo 0), se continuo con la administracion de una solucién de glucosa
de 2 gr. de glucosa/kg del peso del animal via intraperitoneal, se colectaron muestras

sanguineas con el mismo método cada 30 min durante las siguientes 2 horas (30, 60, 90 y
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120 min), para medir la concentracion de glucosa en sangre se emplearon tiras reactivas y el

glucoémetro Accu-chek perfoma (Hoefel et al., 2011).

6.8. Analisis de los datos

Los parametros morfométricos (peso, talla, circunferencia e indice de Lee, consumo de
alimento) se graficaron mediante el programa GraphPad Prism 8, y se realizd una
comparacion entre grupos para cada uno a lo largo de tiempo empleando el programa
STATISTICA 12, se empled una ANOVA de 2 vias, con una prueba Post-hoc Newman-Keuls
(p < 0.05), se muestran los datos como promedios = ee.

Para determinar las diferencias significativas de glucosa, triglicéridos, insulina plasmaticos
y HOMA-RI en los diferentes puntos temporales se realizd una ANOVA de 2 vias, con una
prueba Post-hoc Newman-Keuls (p < 0.05) con el programa STATISTICA 12, se muestran los
datos como promedios + ee.

Para la evaluacion del ritmo circadiano de glucosa y triglicéridos plasmaticos se realizé un
analisis de Cosinor, empleando el programa Chronos-Fit (Zuther y Lemmer, 2004). El
analisis Cosinor se basa en el ajuste de minimos cuadrados en una funcién coseno,
permitiendo calcular acrofase, mesor y amplitud. La ritmicidad en términos estadisticos esta
dada por el valor p; p < 0.05, indicando que se presenta ritmicidad de los datos evaluados
(Fuentes-Cano, 2013; Garaulet, Gdbmez-Abellan, & Madrid, 2015).

Los datos obtenidos de la prueba de tolerancia a la glucosa fueron graficados mediante el
programa de GraphPad Prism 8, se muestra el promedio + ee para cada condicion y el
analisis estadistico para ambos grupos en cada tiempo mediante una prueba de ANOVA de 2
vias, con una prueba Post-hoc Newman-Keuls (p < 0.05) con el programa STATISTICA 12,
se determind la capacidad de asimilar la glucosa inyectada calculando el area bajo la curva
(ABC), para determinar si existian diferencias entre grupos en cada ZT se emple6 una t-
Student (p < 0.05).

Todos los parametros fueron comparados control vs malnutrido, dicha anélisis se realizo de
siguiente manera: machos Co vs machos DCa, hembras Co vs hembras DCa, lo que permitio

determinar las diferencias entre grupos y a su vez el dimorfismo sexual.

30



7. Resultados

7.1. Curvas de crecimiento

El peso, la talla y el consumo de alimento de un organismo son un indicador del estado de
salud, por lo cual se realizo el registro semanal de estos pardmetros a partir del periodo
postnatal temprano hasta la edad adulta.

En la figura 6 se observa el peso corporal de machos y hembras desde el nacimiento
(semana 0) hasta los 90 dias de edad (semana 13). La ganancia de peso para los machos
malnutridos es menor a lo largo del tiempo en comparacion con los machos control (F13, 308
= 2.40; p = 0.004) desde la semana 4 a la 13 Post-hoc Newman-Keuls p < 0.05). Las hembras
DCa presentan una menor ganancia de peso a lo largo del tiempo en comparacion con las
hembras control (F13, 252 = 4.14; p < 0.0001) significativamente diferente de la semana 4 y de
la 6 a la 13 con respecto al grupo bien nutrido (Post-hoc Newman-Keuls p < 0.05).

En cuanto a la talla (longitud naso-anal) se observa una menor talla para los machos
malnutridos en las semanas 6, 7 y 8 (Fu3, 308 = 4.4, p < 0.0001, Post-hoc Newman-Keuls p <
0.05), mostrando un retraso en el crecimiento en estas semanas. Para las hembras DCa se
muestra una menor talla en las semanas 4 y de la 8 a la 13, (F13, 252 = 6.26, p < 0.0001 Post-
hoc Newman-Keuls p < 0.05) respecto al grupo control.

Al comparar las curvas de peso entre machos y hembras de ambos grupos se observé que las
hembras presentan menor peso en comparacion con los machos, esta diferencia se muestra
en la semana 4 para el grupo Co y en la semana 5 para el grupo DCa (Fag, 520 = 10.11 p <
0.0001 Post-hoc Newman-Keuls p < 0.05). Respecto a la talla, las hembras control presentan
menor longitud naso-anal respecto a los machos control en las semanas 7 y 8, sin embargo,
las hembras del grupo malnutrido presentan menor talla de la semana 4 ala 13 Fag, 500 =5.11,
p < 0.0001 Post-hoc Newman-Keuls p < 0.05).

Ambos parametros indican que el grupo malnutrido muestran un retraso en el crecimiento
para las hembras, sin embargo, los machos presentan menor peso, pero igualan la talla con

respecto al control (figura 7A'y 7B).
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Figura 6. Peso corporal de las crias del nacimiento (semana 0) hasta a los 90 dias de edad
(semana 13). A) Machos, B) Hembras. La ganancia de peso es diferente a lo largo del tiempo en
ambos grupos tanto en machos, como en hembras (p < 0.05). Los cuadros negros (ill) corresponden a
los & Co, los cuadros grises (@) corresponden a los & DCa, los circulos negros (@) a las @ Co, los
circulos grises () a las @ DCa, la region sombreada corresponde al periodo de lactancia. Se realizd
una ANOVA de 2 vias para comparar diferencias entre los grupos a lo largo del tiempo (Fis, 308 =
2.40; p=0.004y F13, 325.=6.26; p = 0.0001, para las hembras). Los datos se muestran como promedio
tee,dn=12, 9 n=10, *p<0.05.
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Figura 7. Talla corporal del nacimiento (semana 0) hasta a los 90 dias de edad (semana 13). La
longitud naso-anal es diferente entre los grupos. A) Machos, el grupo DCa tienen una menor talla en
las semanas 6 a la 8 (p < 0.05), B) Hembras, el grupo DCa presentan menor talla desde la semana 4
hasta las 13 (p < 0.05). Los cuadros negros (@) corresponden a los & Co, los cuadros grises (@)
corresponden a los & DCa, los circulos negros (@) a las @ Co, los circulos grises () a las @ DCa, la
region sombreada corresponde al periodo de lactancia. Se realizé una ANOVA de 2 vias para
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7.2. Consumo de alimento

Se evaluo el consumo de alimento desde el destete (semana 4) hasta la edad adulta (semana
13) para las crias control y DCa. Los machos de madres malnutridas (figura 8A) consumieron
menor cantidad de alimento promedio en las semanas 8, 10-13 (F1, 93= 0.64; p < 0.001, Post-
hoc Newman-Keuls p < 0.05) en comparacion con los machos de madres bien nutridas.

Las hembras (figura 8B) de ambos grupos tuvieron una ingesta de alimento similar durante
todo el estudio, sin embargo, las hembras DCa consumen menor cantidad de alimento
promedio en la semana 6 y 7 (Fg, 96 = 0.83 p < 0.59; Post-hoc Newman-Keuls p < 0.05).

comparar diferencias entre los grupos a lo largo del tiempo. Los datos se muestran como promedio +
ee, dn=12,92n=10,*p<0.05.
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Figura 8. Consumo de alimento. La ingesta de alimento semanal promedio desde el destete (semana
4) hasta a los 90 dias de edad (semana 13). A) Machos Los malnutridos consumieron menor cantidad
de alimento (p < 0.05), B) Hembras. El grupo DCa consumi6 menor cantidad de alimento promedio
en la semana (p < 0.05). Las barras negras (@) corresponden al grupo Co, las barras grises (&)
corresponden al grupo DCa. Se realiz6 una ANOVA de 2 vias para comparar diferencias entre los
grupos a lo largo del tiempo. Los datos se muestran como promedio + ee, 3n=6, 2n=6, * p < 0.05.
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7.3. Parametros morfomeétricos

Por otro lado, también se realizé la evaluacidn de otros 3 parametros que pueden indicar el
estado de salud de los organismos: el indice de Lee (I. Lee), la circunferencia toracica (CT)
y la circunferencia abdominal (CA). Los parametros fueron evaluados en el dia 21 (el cual
corresponde al dia en que las crias fueron destetadas), el dia 40 y 90 de edad, estos dos ultimos
fueron elegidos por ser los dias en los que se evaluaron los ritmos circadianos de los
pardmetros metabolicos, correspondientes a un periodo postnatal temprano y uno tardio, de
esta manera se evalud estos parametros en tres etapas a lo largo de la vida de los organismos.
El indice de Lee (figura 9A y 9B), el cual es un indicador de la relacion entre el peso y la
talla naso-anal, se emplea en los roedores como un indicador de sobrepeso y obesidad
(Simson et al, 1982). La relacion peso-talla de los machos malnutridos es menor con respecto
a los controles a los 40 y 90 dias, mostrando un menor indice de Lee (F1, 66 = 11.39; p =
0.001), ya que los machos controles incrementan su relacion peso-talla en estas dos edades.
En el caso de las hembras, aunque estas muestran un indice similar al control, se observa una
relacion opuesta a los machos, ya que tanto el grupo control como el malnutrido muestran
una menor relacién a los 40 y 90 dias - (F1, 52 = 3.23; p = 0.07).

La CT (medida inmediatamente después de los cuartos delanteros) fue significativamente
menor en los machos DCa al destete y 40d (figura 9C) (F1, 54 = 8.11; p > 0.0001, Post-hoc
Newman-Keuls), al destete (p = 0.001), juveniles (p = 0.001). En el caso de las hembras
(figura 9D), el grupo DCa juveniles (40d) presentaron menor CT en comparacion con el
grupo control (F1, s4= 14.67; p = 0.0003, Post-hoc Newman-Keuls, p < 0.05).

La CA se midié anterior a los cuartos posteriores, al igual que el pardmetro anterior fue
significativamente menor en los machos malnutridos juveniles y adultos (F1, 54 = 12.65; p >
0.0001, Post-hoc Newman-Keuls, p =0.01 y p = 0.01 respectivamente), figura 8E. En el caso
de las hembras (figura 8F), se observd una CA menor en las ratas DCa juveniles (F1, 54 =
12.5; p > 0.0001, Post-hoc Newman-Keuls, p = 0.002). Los parametros morfométricos
muestran que tanto los machos como las hembras malnutridas presentan un retraso en el
crecimiento en diferentes etapas de la vida, al igual que se observé al evaluar la ganancia de

peso y talla a lo largo de la vida de los organismos.
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Figura 9. Pardmetros morfométricos. Se muestran diferentes medidas en 3 etapas de la vida al
destete (21 dias), juveniles (40 dias) y adultos (90 dias). A) indice de Lee de machos, B) indice de
Lee de hembras, C) Circunferencia torécica de machos, D) Circunferencia torécica de hembras, E)
Circunferencia abdominal de machos, F) Circunferencia abdominal de hembras. Los cuadros negros
(m) corresponden a los & Co, los cuadros grises (i) corresponden a los 3DCa, los circulos negros
(®) a las QCo, los circulos grises (#) a las $DCa. Se realiz6 una ANOVA de 2 vias para comparar
diferencias entre los grupos a lo largo del tiempo. Los datos se muestran como promedio * ee. * p <
0.05, machos n=10, hembras n=10.
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7.4. Triglicéridos totales

Para cumplir con el objetivo 1 se evaluaron las concentraciones plasmaticas de triglicéridos
en machos y hembras juveniles (40d) y adultas (90d), se compararon las concentraciones de
los organismos DCa contra los controles a lo largo de 24 horas. Para determinar la
distribucion temporal diaria de la concentracion de este parametro se realizo un ajuste de

Cosinor y se compararon los pardmetros determinados por este.

7.4.1. Ritmo diario de triglicéridos para machos

El ritmo diario de triglicéridos en plasma con ajuste de Cosinor para los machos juveniles
se observa en la figura 10A (n=10), el grupo Co presenta un periodo de 24 hrs, sin embargo,
el grupo DCa muestra tiene un periodo de 12 horas, también se observa un adelanto en la
acrofase de 7 horas (ver tabla I1) para el grupo DCa, indicando un adelanto en la expresién
del ritmo diario de las ratas macho con malnutricion perinatal respecto a los Co. Ademas,
presentaron una menor amplitud y menor mesor en comparacion con el Co, indicando una
atenuacion del ritmo y una menor concentracion plasmatica de triglicéridos para los machos
malnutridos. Los machos DCa presentan menores concentraciones plasmaticas de
triglicéridos en ZT8 (Fy, 106 = 11.23; p < 0.001, Post-hoc Newman-Keuls, p < 0.0001) el resto
de los puntos temporales fueron similares en concentracion en ambos grupos.

En la figura 10B se observa el ritmo diario de triglicéridos en plasma con el ajuste de Cosinor

para machos adultos (n = 10), el grupo Co muestra un periodo de 24 horas, sin embargo, el
grupo DCa muestra una atenuacion por lo que no presenta un ritmo significativo, también se
observa un menor mesor, lo que indica que el grupo con malnutricién presenta menores
concentraciones promedio de triglicéridos, y en especifico presentan una menor
concentracionen el ZT4y ZT24 (F1, 124=7.37;p = 0.007, Post-hoc Newman-Keuls, p = 0.007
y p = 0.02 respectivamente).
Al comparar los ritmos en las dos edades evaluadas, los machos bien nutridos presentan un
adelanto en la acrofase a los 90 dias con respecto a los 40 dias, asi como un incremento en la
amplitud. El grupo malnutrido muestra la perdida de la ritmicidad a los 90 dias con respecto
a los 40 dias, ademas de una disminucion del mesor, indicando menores concentraciones
plasmaticas en edades adultas. Estos resultados muestran que estos parametros metabdlicos
cambian a lo largo de la vida, asi como su distribucion temporal diaria.
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Figura 10. Perfil diario de triglicéridos en plasma de machos. A) Juveniles (40d), B) Adultos (90d).
Los cuadros negros (i) corresponden al grupo Co, los cuadros grises (&) corresponden al grupo DCa.
La linea Co (---) y DCa (---) muestran el ajuste de Cosinor para cada grupo. La parte sombreada
indica la escotofase (fase de oscuridad). ZT hace referencia a la hora del sincronizador donde ZTO
indica el encendido de las luces, ZT12 indica el apagado de las luces. Se realiz6 una ANOVA de 2
vias para comparar diferencias entre los grupos a lo largo del tiempo. Los datos se muestran como
promedio £ ee. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 indica diferencia significativa entre los grupos
al compararlos en cada punto temporal.
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Tabla Il. Parametros del ritmo de triglicéridos para machos

Triglicéridos | Grupo | Periodo Amplitud Acrofase Mesor F p
(mg/dL) (ZT) (mg/dL)
Co 24 43.83 8.26 140.62 8.94 <0.001
40d DCa 12 19.5 1 107.5 3.41 =0.03
Co 24 50.8 1.9 117.1 10.46 <0.001
90d DCa - - - 91.9 3.14 >0.05
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7.4.2. Ritmo diario de triglicéridos para hembras

En la evaluacion del ritmo diario de triglicéridos en plasma con ajuste de Cosinor de hembras
juveniles (figura 11A) el grupo experimental presenta un periodo de 12 horas en comparacion
con el grupo Co que presenta un periodo de 24 horas, asi también los parametros del ritmo
muestran diferencias, una menor amplitud y mesor para el grupo DCa, lo cual indica una
menor concentracion plasmatica promedio de triglicéridos para el grupo con malnutricion asi
como una menor concentracion en los ZT12, ZT16 'y ZT20 (F1, 106 = 11.23; p = 0.001, Post-
hoc Newman-Keuls p = 0.02, p = 0.02, p < 0.0001 respectivamente), también se observé un
retraso en la acrofase del ritmo diario de las hembras con malnutricion perinatal de 6 horas
con respecto a las Co (tabla I11).

En lafigura 11B se observa el ritmo diario de triglicéridos en plasma con el ajuste de Cosinor
para hembras adultas, ambos grupos presentan un periodo de 24, ademdas presentan
diferencias en los parametros el ritmo, el grupo con malnutricién presenta menor amplitud,
mesor, asi como una menor concentracion plasmatica en ZT16 (F1, 126 = 19.36. p < 0.0001,
Post-hoc Newman-Keuls p < 0.0001) para el grupo DCa 'y un retraso en la acrofase de 7 horas
(tabla I11), ademas se observa que le ritmo diario se presenta en antifase ya que la acrofase
(o punto maximo) se presenta en la fase de luz para los malnutridos y en la fase de obscuridad
para las hembras Co.

Al comparar los ritmos de triglicéridos totales en plasma para las hembras se muestra que el
grupo control presenta un ritmo con parametros similares en ambas edades, sin embargo, los
malnutridos presentan un cambio de periodo de 12 a 24 horas de los 40 a los 90 dias, asi
como una atenuacion del ritmo (lo que se refleja en una disminucién de la amplitud). Los
resultados indican qué una dieta de cafeteria durante la gestacion y la lactancia provoca
hipotrigliceridemia en ciertos puntos temporales en diferentes etapas de la vida de los
organismos y la expresion diaria de triglicéridos para hembras se ve modificada por una

malnutricion temprana.
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Figura 11. Perfil diario de triglicéridos en plasma de hembras. A) Juveniles (40d), B) Adultos (90d).
Los circulos Co (e) y grises (e) corresponden al grupo DCa corresponden a la concentracion de
triglicéridos en los diferentes puntos temporales. La linea Co (---) y DCa (---) corresponde al ajuste
de Cosinor para cada grupo. La parte sombreada corresponde a la escoto fase. ZT hace referencia a
la hora del sincronizador. Se realizé una ANOVA de 2 vias para comparar diferencias entre los grupos
a lo largo del tiempo. Los datos se muestran como promedio + ee. * p < 0.05, *** p < 0.001 indica
diferencia significativa entre los grupos al compararlos en cada punto temporal, n = 10.

42



Tabla Ill. Parametros del ritmo de triglicéridos para hembras

Triglicéridos Grupo | Periodo [ Amplitud | Acrofase Mesor F p
(mg/dL) ZT) (mg/dL)
Co 24 25.7 18.5 91.3 8.27 | <0.001
40d DCa 12 17.4 0.99 419 | 16.91 | <0.001
Co 24 27.6 16.7 105.8 5.27 | =0.006
90d DCa 24 13.7 0 62.9 468 | =0.01

La ritmicidad de los triglicéridos totales en plasma se muestra diferente entre machos y
hembras, ya que al comprar los parametros de las tablas Il y 111, se puede observar que las
hembras Co de 40 dias muestran menor amplitud, y un retraso de 10 horas en la acrofase. A
los 90 dias de edad los machos Co presentan una mayor amplitud, y un retraso en la acrofase,
en ambas edades las concentraciones plasmaticas promedio son menores (lo que se puede
corroborar con el mesor menor).

La malnutricion afecta la ritmicidad de los triglicéridos totales en plasma diferencialmente
entre machos y hembras. Las hembras muestran mayor amplitud a los 40 dias, pero un menor
mesor en comparacion con los machos, a los 90 dias los pachos no muestran una ritmicidad
significativa, pero si un mayor mesor que las hembras, lo que indica mayores concentraciones
plasmaéticas circulantes. Estos resultados muestran que no solo la ritmicidad de triglicéridos
totales en plasma se ve modificada por la malnutricion, ademas el efecto es dependiente del

SEeX0.
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7.5. Glucosa

Para cumplir el objetivo 2 se evaluaron las concentraciones plasmaticas de glucosa en machos
y hembras juveniles (40d) y adultas (90d), se compararon entre grupos las concentraciones
en los diferentes ZTs, para determinar la distribucion temporal diaria de la concentracion de
este metabolito se realiz6 un ajuste de Cosinor y se compararon los pardmetros determinados
por este. Asi también para estimar el metabolismo de la glucosa se realizé una prueba de
tolerancia a la glucosa (PTG) en dos puntos temporales tanto en machos como en hembras
juveniles y adultos.

7.5.1. Ritmo diario de glucosa para machos

Los machos de 40 dias (n = 10) presentan diferentes concentraciones de glucosa
plasmaética, que se ve modificada con la edad, las concentraciones son menores para el grupo
DCa de 40d en comparacion con el grupo Co (Fy, 124 = 10.66; p = 0.001) sin embargo, el
adulto DCa es hiperglucémico, mostrando mayores concentraciones glucémicas que el grupo
Co(Fy, 108 = 7.34; p = 0.007).

Al comparar la glucemia obtenida de ambos grupos en los diferentes puntos temporales
(figura 12A) los machos malnutridos de 40 dias presentan hipoglucemia con respecto a los
machos (Post-hoc Newman-Keuls) en el ZT4 (p = 0.002), ZT20 (p = 0.04), es decir con una
condicion de hipoglucemia en la segunda mitad de la fase de luz y en la segunda mitad de la
fase de obscuridad (fotofase y escotofase respectivamente), en cuanto a los parametros del
ritmo, los machos malnutridos presentan un ritmo bifasico de 12 horas, mayor amplitud,
menor mesor a lo largo del dia (menores concentraciones promedio de glucosa) y un retraso
de 1 hora en la acrofase (tabla IV).

En el caso de los machos de 90 dias el grupo malnutrido presenta mayor concentracion
plasmatica de glucosa en ZT8 (p = 0.0002) y ZT16 (p = 0.02) respecto a los machos Co, lo
cual indica hiperglucemia en la segunda mitad de la fotofase y la primera mitad de la
escotofase (figura 12B). Los parametros del rimo de machos adultos muestran un periodo de
24 horas para ambos grupos, también se observa un adelanto de la acrofase de 1 hora y un
mayor mesor (lo cual indica mayor concentracion promedio de glucosa a lo largo del dia)

para el grupo DCa (tabla IV).
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Al comparar la figura 12A y 12B se muestra que la oscilacion diaria se modifica a lo largo
de la vida de los organismos si se comparan los pardametros del ritmo a los 40 y 90 dias de
edad, los machos juveniles malnutridos presentan hipoglucemia en comparacion con el grupo
Co, mientras que en edades adultas se observan concentraciones hiperglucémicas. Los
machos malnutridos de 40 dias muestran un retraso en la acrofase, pero, a los 90 dias
presentan un adelanto, lo que puede estar relacionado con las altas concentraciones durante
la fotofase, aunado a esto los machos malnutridos juveniles presentan un periodo de 12 horas,
el cual cambia a los 90 dias
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Figura 12. Perfil diario de glucosa en plasma de machos. A) Juveniles (40d), B) Adultos (90d).
Los cuadrados negros (@) corresponden al grupo Co, los cuadros grises (&) corresponden al grupo
DCa, en los diferentes puntos temporales. La linea --- (Co) y --- (DCa) corresponde al ajuste de
Cosinor para cada grupo. La parte sombreada hace referencia a la escotofase. Se realizé una ANOVA
de 2 vias para comparar diferencias entre los grupos a lo largo del tiempo. Los datos se expresan en
mg/dL y se muestran como la concentracion promedio + ee. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
indica diferencia significativa entre los grupos al compararlos en cada punto temporal, n=10.

Tabla IV. Parametros del ritmo de glucosa para machos

Glucosa Grupo | Periodo | Amplitud | Acrofase Mesor F p
(mg/dL) ZT) (mg/dL)
Co 24 18.7 2.2 160.4 6.30 =0.002
40d DCa 12 25.9 3.1 144.6 13.73 < 0.0001
Co 24 17.4 10. 107.4 4.01 =<0.002
90d DCa 24 33.8 8.4 127.5 10.16 < 0.0001
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7.5.2. Prueba de tolerancia a la glucosa en machos

Se realiz6 una prueba de tolerancia a la glucosa en dos puntos temporales, uno en la fotofase
(ZT4) y otro en la escotofase (ZT20), se compard la respuesta para cada grupo en los
diferentes tiempos, asi como el area bajo la curva (ABC). En la figura 13 se observan los
resultados de la PTG para machos juveniles y adultos controles y malnutridos, los cuales
presentan respuestas diferentes a los 40 dias de edad.

La PTG para los machos juveniles en ZT4 muestra una respuesta diferente para el

grupo DCa en comparacion con el grupo Co (F 1,10 = 13.61, p = 0.0042, Post-hoc Newman-
Keuls), la concentracion basal, asi como los minutos 60, 90 y 120 después de la
administracion de glucosa presentan menores niveles de glucemia circulante), sin embargo,
no se muestra una diferencia en el &rea bajo la curva (tio = 1.617, p = 0.14) (figura 13A).
Durante la escotofase (figura 13B), los macos juveniles muestran un metabolismo energetico
de la glucosa similar (F 1,10 = 1.387, p = 0.7182), sin embargo, el grupo DCa muestra menor
amplitud en su ABC (t10 = 2.889, p = 0.0179), en ambos puntos temporales los organismos
regresan a concentraciones de glucosa similares a las basales (p > 0.05) (figura 13A).
La prueba de tolerancia a la glucosa muestra que los machos malnutridos adultos presentan
una respuesta similar en ambos puntos temporales (figuras 13C y 13D) (ZT4 F 110=0.35, p
=0.56; ZT20 F 1,10 = 0.04, p = 0.82), ambos grupos presentan areas bajo la curva similares
tanto en ZT4 (t1o = 1.008, p = 0.33), como en ZT20 (t10 = 0.28, p = 0.77).
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Figura 13. Prueba de tolerancia a la glucosa en machos. Los cuadros claros (i) corresponden al grupo
control, los cuadros obscuros (@) corresponden al grupo malnutrido, A) Machos de 40d en ZT4, B) Machos
de 40d en ZT20, C) Machos de 90d en ZT4, D) Machos de 90d en ZT20. Los insertos en cada grafica
corresponden al area bajo la curva (ABC), ZT4 corresponde a la fotofase, ZT20 corresponde a la escotofase. Se
realiz6 una prueba de t comparar diferencias del ABC entre los ZT para el mismo grupo. Los datos se muestran
como promedio £ ee. ** p <0.01, n = 6.
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7.5.3. Ritmo diario de glucosa para hembras

Para el caso de las hembras, en el ritmo diario de glucosa en plasma se observan
modificaciones en las concentraciones y los parametros del ritmo al comparar ambos grupos.
Las hembras malnutridas de 40d presentan menores concentraciones (Fi,126=7.5; p < 0.006,
Post-hoc Newman-Keuls) en el ZT16 (p = 0.02) y en el ZT20 (p 0.01), es decir con una
condicion de hipoglucemia a la mitad y final de la escotofase (figura 14A), el ajuste de
Cosinor muestra que el grupo control presenta un periodo de 12 horas y el grupo DCa un
periodo de 24 horas, amplitud similar para ambos grupos, menor mesor para el grupo
malnutrido (lo cual indica menores concentraciones de glucosa promedio a lo largo del dia)
y un adelanto de 3horas en la acrofase (tabla V).

Las hembras adultas DCa tienen mayor concentracion de glucosa en sangre en comparacion
con el grupo control (F1,122=9.07; p = 0.003) en el ZT8 (p = 0.006) a la mitad de la fase de
reposo (figura 14B). El anélisis de Cosinor muestra que ambos grupos presentan un periodo
de 24 horas, el grupo DCa presenta un retraso de una hora en la acrofase, menor amplitud y
mayor mesor (lo cual indica que las hembras malnutridas presentan hiperglucemia) en
comparacion con el grupo Co (tabla V). Al comparar la figura 14A y 14B se muestra que la
oscilacion diaria se modifica a lo largo de la vida de los organismos si se comparan los
parametros del ritmo a los 40 y 90 dias de edad, en edades juveniles las concentraciones son
hipoglucémicas en comparacion con el grupo Co, mientras que en edades adultas se observan
concentraciones hiperglucémicas. Tanto juveniles como adultas DCa presentan un desfase

en el punto maximo de glucemia en la acrofase.
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Figura 14. Perfil diario de glucosa en plasma de hembras. A) Juveniles (40d), B) Adultas (90d). Los
circulos negros corresponden al grupo Co (e) y los circulos grises corresponden al grupo DCa (e).
La linea --- (Co) y --- (Dca) corresponde al ajuste de Cosinor para cada grupo. La parte sombreada
hace referencia escotofase. Se realiz6 una ANOVA de 2 vias para comparar diferencias entre los
grupos a lo largo del tiempo. Los datos se expresan en mg/dL y se muestran como la concentracion

promedio * ee. * p < 0.05, **p < 0.01 n=10.

Tabla V. Parametros del ritmo de glucosa de hembras

Glucosa | Grupo | Periodo | Amplitud | Acrofase Mesor F p
(mg/dL) (h) (mg/dL)
Co 12 15.7 5.6 135 5.22 = 0.006
40d Dca 24 15.6 2.4 114 7.26 <0.001
Co 24 14.8 6.4 124 9.18 =0.0001
90d Dca 24 12.5 7.5 139.6 4.87 < 0.009
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7.5.4. Prueba de tolerancia a la glucosa en hembras

Al realizar la PTG en hembras juveniles en el ZT4 (figura 15A) al contrario de los machos
no se observa una diferencia entre el grupo Co y el grupo DCa (F1,10= 0.014, p = 0.90), ya
que los organismos de ambos grupos muestran una respuesta metabolica similar, asi como
un area bajo la curva sin diferencia significativa (tio = 0.82, p = 0.4). Durante la fase obscura
en el ZT20 (figura 15B) contrario a la respuesta metabolica de los machos, las hembras
malnutridas presentan menores concentraciones circulantes de glucosa en los tiempos 30, 60,
90 y 120 después de la administracion de glucosa (F1,10 = 23.17, p = 0.0007), lo que se
relaciona con una menor area bajo la curva (tio = 3.6, p = 0.0048).

Respecto a las hembras adultas durante la fotofase en el ZT4 las hembras malnutridas
presentan concentraciones similares a los controles (F1,10=1.59, p = 0.023), regresando a sus
niveles basales al término de la prueba similar a la respuesta que se observé en los machos
de la misma edad (figura 15C), por lo tanto, también se observé un ABC similar para Co y
DCa (t10 = 0.04, p = 0.96). Las hembras DCa adultas durante el ZT20 (figura 15D) presentan
menores concentraciones de glucosa circulantes en el minuto 30 (F1,10= 3.278, p = 0.09), sin
embargo, el resto de la prueba presentan respuestas similares al control, asi como un area
bajo la curva igual (ti0 = 1.43, p = 0.18).

La prueba de tolerancia a la glucosa muestra dimorfismo sexual, ya que las respuestas son
diferentes entre machos y hembras malnutridas con respecto al grupo control, las hembras
malnutridas Gltimas presentan menores concentraciones de glucosa circulante a los 40 y 90
dias en el ZT4 y ZT20, lo que podria relacionarse con alteraciones del metabolismo

energetico de la glucosa durante la fase de actividad de los organismos.
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Figura 15. Prueba de tolerancia a la glucosa en hembras. Los circulos claros () corresponden al
grupo control, los circulos obscuros (@) corresponden al grupo malnutrido. A) Hembras de 40d en
ZT4, B) Hembras de 40d en ZT20, C) Hembras de 90d en ZT4, D) Hembras de 90d en ZT20. Los
insertos en cada gréfica corresponden al area bajo la curva (ABC), ZT4 corresponde a la fotofase,
ZT20 corresponde a la escotofase. Se realiz6 una prueba de t comparar diferencias del ABC entre los
ZT para el mismo grupo. Los datos se muestran como promedio + ee. * p < 0.05, n = 6.
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7.6. Insulina

Se midieron los niveles plasmaticos de insulina en ayuno (4 horas) en dos puntos temporales,
uno de reposo (ZT4) y otro de actividad (ZT20) para las ratas juveniles y adultas para
determinar si este pardmetro varia en los diferentes grupos en un ciclo de 24 horas (figura
16).

En ZT4 tanto machos (tio = 1.5; p = 0.17) como hembras (ts = 1.17; p = 0.27), juveniles
presentan concentraciones similares de insulina plasmatica (figura 16A). Sin embargo, en
ZT20 los machos malnutridos presentaron hipoinsulinemia con respecto a los machos control
(tio=7.6; p<0.0001) al igual que las hembras malnutridas con respecto a las hembras control
(tio=3.4 p =0.006) (figura 16B), lo cual indica un cambio en el metabolismo energético de
la insulina para el grupo malnutrido. Los machos malnutridos adultos presentan menores
concentraciones de insulina con respecto al control (ty = 2.5; p = 0.03), sin embargo, las
hembras DCa adultas muestran concentraciones similares al grupo control (tio= 0.6; p =
0.054) (figura 16C).

Las concentraciones plasmaticas de insulina para machos y hembras adultas malnutridas son
similares a las del grupo control en ZT20 (tio = 1.17; p = 0.27; tio = 09 p = 0.39

respectivamente) (figura 16D).
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Figura 16. Concentraciones plasmaticas de insulina. Los cuadros negros (i) corresponden al grupo
Co, los cuadros grises (#) corresponden al grupo DCa, A) Juveniles, ZT4, B) Juveniles, ZT20, C)
Adultos, ZT4, D) Adultos, ZT20. La barra blanca significa la fotofase, la barra negra la escotofase.
Los datos se muestran como promedio + ee. * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p <0.001, I n=6, Y n=
6.

7.7. Resistencia y sensibilidad a la insulina

Se analizé la resistencia y sensibilidad a la insulina empleando el indice de HOMA-
RI, el cual toma en cuenta los valores en ayuno de glucosa e insulina en plasma, las cuales
se evaluaron  en dos puntos temporales, uno correspondiente a la fase de reposo (ZT4) y
otro en la fase de actividad (ZT20).

En ZT4 tanto machos como hembras juveniles (figura 17A) presentan una
sensibilidad a la insulina similar al presentar un indice de HOMA-RI similar entre controles
y malnutridos (t1o = 0.13; p = 0.89, tg = 0.85; p = 0.4 respectivamente), sin embargo, en la
fase de actividad tanto machos como hembras juveniles malnutridas presentan mayor
sensibilidad a la insulina que el grupo control dado que obtuvieron un indice menor que el
grupo control (tio = 3.01; p = 0.01, ts = 3.07; p = 0.01 respectivamente) (figura 17B).

En la figura 17C se observa que los machos malnutridos adultos tienen una mayor

sensibilidad a la insulina ya que el indice HOMA-RI es menor que el que presenta el grupo
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CO (ts = .386; p = 0.005), en cambio las hembras adultas presentan una sensibilidad la
insulina similar al grupo control (t1o = 0.32; p = 0.75).

Durante la fase de reposo (ZT20, figura 17D) machos (tio = 0.8; p = 0.41) y hembras (t10 =
0.04; p = 0.96) adultas malnutridas presentan similar sensibilidad a la insulina ya que
presentan un indice de HOMA similar al compararlos con el grupo control. Estos resultados
muestran que el metabolismo de la glucosa e insulina puede verse modificado por una

malnutricion perinatal y que los efectos son diferentes a lo largo de la vida.
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Figura 17. HOMA-RI. Se observan los valores del indice de HOMA para evaluar la resistencia a la
insulina. Las barras negras (i) corresponden al grupo Co, las barras grises (&) corresponden al grupo
DCa, A) Juveniles ZT4, B) Juveniles, ZT20, C) Adultos, ZT4, D) Adultos, ZT20. La barra blanca
significa la fotofase, la barra negra la escotofase. Los datos se muestran como promedio + ee. * p <
0.05,**p<0.01,dn=6,2n=86.
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8. Discusién

Diversos estudios en modelos animales han demostrado que una nutricion materna adecuada
es fundamental para un Optimo desarrollo de la descendencia, cambios en la cantidad o
calidad de la dieta puede desencadenar adaptaciones fisiologicas que perduren por diversas
etapas de la vida de la progenie desencadenando una programacién metabdlica. Aunque
existen diversos protocolos de malnutricion perinatal (gestacion y/o lactancia) gran parte de
ellos se enfocan en el desbalance la dieta provocado por alguno de los componentes de la
misma, por ejemplo dietas hipercaldricas y altas en grasas (Kruse et al., 2013) o dietas bajas
en proteinas (Moulle et al., 2023), sin embargo, los efectos observados en las poblaciones
pueden deberse a la interaccion de diversos nutrientes y la pobre calidad de esta dieta, lo cual
se puede estudiar con la administracion de una dieta de cafeteria (George et al., 2019), aunado
a esto pocos son los estudios que han relacionado los efectos en el corto y largo plazo de la
malnutricion materna sobre la ritmicidad circadiana de las respuestas metabolicas en la
descendencia y sus diferencias sexuales.

Los presentes resultados muestran que la exposicion a una dieta industrializada y altamente
palatable, alta en calorias, grasas y baja en proteinas administrada a las madres durante los
periodos criticos gestacién y lactancia programa diferencialmente en la descendencia macho
y hembra la ritmicidad circadiana del metabolismo energético de la glucosa, triglicéridos e
insulina, predisponiendo a las crias de madres malnutridas a alteraciones en el metabolismo
energético y su regulacion temporal en el largo plazo.

La nutricibn materna tiene un papel fundamental en el estado fisico de la descendencia,
particularmente en el crecimiento, el aporte de los nutrientes adecuados es critico para el
mantenimiento de este y como consecuencia del desarrollo éptimo de los organismos y su
fisiologia (Morgane et al., 1993), las dietas deficientes durante la gestacion conllevan a
modificaciones fisioldgicas y conductuales en la descendencia (Duran et al., 2011). La
exposicion a una malnutricion en periodos criticos del desarrollo implica alteraciones en los
parametros morfométricos como el peso y la talla, esto se ha relacionado a la deficiencia de
proteinas en una malnutricién hipoproteica durante la gestacion y la lactancia (Morgane et
al., 1993). Las crias DCa machos y hembras mostraron menor peso corporal posterior al

destete (semana 4) en comparacion con las crias Co, tanto en machos como hembras las
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diferencias de peso se mantuvieron hasta concluir el estudio. La menor ganancia de peso para
el grupo DCa podria deberse a la exposicion a una dieta alta en calorias y baja en proteinas
caracteristica propia de las dietas de cafeteria, afectando la disponibilidad de macronutrientes
presentes en la leche materna provocando entre otros efectos alteraciones metabdlicas en la
descendencia como el aumento en la acumulacién de grasa en ratas macho en edades
juveniles y adultas, esto ultimo se relaciona con el fenotipo “delgado por fuera-obeso por
dentro” en el cual los organismos presentan menor ganancia de peso pero un incremento en
la acumulacién de grasas (George et al., 2019; Pomar et al., 2017).

Las ratas macho DCa presentan menores indice de Lee en comparacion con el grupo Co, lo
que indica una menor relacion talla y peso, asi como menor circunferencia toracica y
abdominal, lo cual contrastaria con lo reportado con Pomar (2017), en donde la mayor
acumulacién de grasa se presenta en machos, por otra parte las hembras presentan un indice
de Lee similar al grupo control, esto a pesar de presentar menor ganancia de peso como se
menciond previamente, sin embargo, también presentan menor talla corporal, en
comparacion con el grupo Co, efecto que no se observa en los machos DCa. La
administracion de una dieta de cafeteria durante etapas perinatales predispone
diferencialmente a las crias debido al aumento de acumulacién de grasa en machos, pero no
en hembras posterior al destete y en etapas adultas (Pomar et al., 2017). Estos resultados
indican alteraciones en el desarrollo y crecimiento de la descendencia malnutrida con efectos
dependientes del sexo, los cuales se conservan en las etapas evaluadas (juveniles de 40 dias
y adultos jovenes de 90 dias), dichas alteraciones han sido reportadas con anterioridad
mostrando un dimorfismo sexual en el creciente de las ratas malnutridas (Zambrano et al.,
2006).

Las crias expuestas durante la gestacion y lactacién a una dieta alta en grasas muestran que,
a pesar de tener un peso similar al nacer, a los 6 meses tienen mas tejido adiposo y
triglicéridos més elevados (Borengasser et al., 2014), por lo que, la malnutricion perinatal
predispone a la obesidad en edades adultas, aunque en los presentes resultados tanto machos
como hembras presentan menor peso post destete, estos pueden presentar una predisposicion
a la acumulacién de grasa y obesidad en etapas posteriores pues se ha reportado en ratones

que la exposicion a dietas de bajo contenido proteico presentan bajo peso durante las primeras
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semanas de vida, y posteriormente un crecimiento acelerado (catch up), obesidad y
resistencia a la insulina en su vida adulta (Sutton et al., 2010).

Aunado a esto, los modelos animales de dietas maternas han demostrado que la altas calorias,
desde la concepcion hasta el periodo postnatal temprano es suficiente para programar la
predisposicion a la obesidad en edades adultas programando el crecimiento, adiposidad de la
descendencia en etapas adultas, disminucion en la concentracion de acidos grasos libres y
triglicéridos totales (Stanford et al., 2013). La exposicion a una dieta baja en proteinas se ha
asociado a hiperfagia debido al aumento en la expresion del NPY (neuropéptido Y) y
alteraciones circadianas anoxigénicas de Pomc (proopiomelanocortina) en el hipotalamo, lo
cual predispone a la crias malnutridas a desarrollar obesidad en etapas posteriores, sin
embargo, no se observé el desarrollo de obesidad a las 13 semanas, aunque si una mejor
sensibilidad a la insulina mediante el analisis de HOMA, previamente se ha demostrado que
la restriccion de proteinas mejora la sensibilidad a la insulina (Borck et al., 2017), por lo que
es posible que el metabolismo se programe diferente durante la exposicién a dietas de
cafeteria a dietas restrictivas a proteinas o con excesos a grasas y carbohidratos. Las dietas
de cafeteria resultan efectivas para incrementar las alteraciones metabolicas que permiten el
desarrollo del sindrome metabdlico (Gomez-Smith et al., 2016), dichas alteraciones se
observan dependiendo de la etapa de la vida en que se exponga al desequilibrio nutricional.

En la actualidad se ha incrementado el consumo de alimentos altamente industrializados con
alto contenido graso y azUcares afadidos, estas dietas estan al alcance de cualquier grupo
poblacional, entre ellos se encuentran las mujeres en edades reproductivas, generando efectos
en diversas edades en la descendencia, un ejemplo de ello es la programacion circadiana del
metabolismo energético. La programacion metabdlica, asi como la organizacién temporal
son fundamentales para la interaccion eficiente con el medio ambiente, los presentes
resultados muestran que la exposicion a una dieta de cafeteria durante el desarrollo temprano
genera repercusiones en diferentes etapas de la vida, incluso después de largos periodos
expuestos a una dieta balanceada, por lo cual los efectos de una malnutricion perinatal
predisponen a efectos permanentes afectando la calidad de vida.

La ingesta de alimentos la cual es regulada a nivel central por el hipotadlamo proporciona los
sustratos como la glucosa, los lipidos y los aminoacidos, estos mantienen un proceso

homeostatico durante las fases de actividad y reposo de los organismos (Kalsbeek et al.,
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2014). Diversos procesos fisiologicos como el metabolismo energetico y el consumo de
alimento estan regulados entre otros factores por los relojes circadianos mediante los
osciladores periféricos y el reloj maestro (Adamovich et al., 2014), por ejemplo, el consumo
de alimento es sincronizado por la coordinacion entre los osciladores periféricos y el NSQ
(Kessler & Pivovarova-Ramich, 2019). La malnutricién perinatal hipocalérica e
hipoproteinica genera menor consumo en machos desde la semana 8 hasta la 13, sin embargo
en hembras solo durante las semanas 6 y 7, lo que podria relacionarse con un desajuste entre
dos diferentes osciladores como el NSQ y el higado, pancreas y/o tejido adiposo, generando
una respuesta erronea que conlleve a cambios en el metabolismo energetico, la exposicion a
dietas altas en grasas conlleva a la atenuacion de la ritmicidad de alimentacion, lo que podria
relacionarse con un menor consumo Yy alteraciones metabolicas (Kohsaka et al., 2007;
Marine-Casado et al., 2018).

El desajuste o alteraciones en la ritmicidad de los elementos del metabolismo energético
conlleva a la predisposicion de enfermedades metabolicas alteraciones en los triglicéridos
(Borengasser et al., 2014). Por otra parte la restriccion proteica materna durante la gestacion
y/o la lactancia altera el crecimiento postnatal, la ingesta de alimentos, la fisiologia de la
leptina, las concentraciones de triglicéridos y colesterol, modifica el metabolismo de la
glucosa y la resistencia a la insulina en ventanas de tiempo especificas (Zambrano et al.,
2006). Las alteraciones encontradas en los niveles de triglicéridos totales en la fase de reposo
en machos (ZT8 en juveniles y ZT4 en adultos) y en la fase de actividad para las hembras
(ZT12,ZT16, ZT20 en juveniles y ZT16 en adultos), muestra una diferencia en la ritmicidad
del metabolismo energetico entre machos y hembras, tanto en machos como en hembras estas
respuestas podrian relacionarse con alteraciones a largo plazo como la obesidad, resistencia
a lainsulina y diabetes (Gomez-Smith et al., 2016).

Las alteraciones en las oscilaciones circadianas pueden ser generadas por causas genéticas o
ambientales, particularmente en la actualidad se ha relacionado el estilo de vida y el consumo
de una dieta desequilibrada con los cambios en pardmetros metabdlicos como los lipidos,
predisponiendo a los organismos a enfermedades como dislipidemia y fenotipos similares a
la diabetes (Shi et al., 2013).

Los triglicéridos son una fuente importante de energia para los organismos, el desequilibrio

homeostatico de estos se ha relacionado a la exposicion de dietas como la de cafeteria, donde
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los efectos difieren segun la etapa de vida y el tiempo de la exposicion a esta (Adamovich et
al., 2015; Guedine et al., 2018). Los cambios en los ritmos circadianos de los triglicéridos
totales se relacionan con alteraciones en las reservas energéticas disponibles para el
organismo en un periodo de 24 horas, estos efectos pueden deberse a la modificaciones de
los reguladores del metabolismo de los lipidos, particularmente a los PPARa y PPARY, asi
como enzimas involucradas en el metabolismo de los triglicéridos, y su expresion circadiana
(Adamovich et al., 2014). Las diferencias mostradas en los niveles plasmaticos de
triglicéridos a los 40 y 90 dias muestran que el metabolismo energetico se ve alterado a lo
largo de la vida de los organismos.

La diminucion de los triglicéridos, aunado al menor peso corporal, incrementan la
sensibilidad a la insulina tanto en machos como hembras en la etapa juvenil del presente
estudio. Los osciladores periféricos desempefian un papel fundamental en el metabolismo,
particularmente en el higado, el tejido adiposo y el pancreas, tejidos que participan en la
homeostasis metabolica, asi como una regulacion temporal con una dinamica que puede verse
alterada por la desregulacion de la relacion de fase entre los diferentes osciladores periféricos,
asi como con el NSQ, debido a la exposicion a una dieta alta en grasas .

La relacion entre los ritmos circadianos y el metabolismo es debido a los diferentes
componentes del reloj molecular, asi como diversas moléculas sefializadoras como los
PPARs y elementos que participan en las vias metabdlicas, un desajuste o remodelacion en
esta sefializacion se ha relacionado con diversas alteraciones a nivel celular, y fisiolégico.
Procesos que implican una reprogramacion a diferentes niveles como la remodelacion en las
cromatinas y expresion de genes y proteinas, como el caso particular de la sobre activacion
de PPARY en higado, asi como un adelanto de fase como respuesta a la exposicion alta en
grasas, lo que desencadena una reorganizacion de la via metabolica de los lipidos, asi como
de la oscilacion circadiana (Eckel-Mahan et al., 2013).

La principal fuente de energia para los mamiferos es la glucosa, esta presenta una ritmicidad
circadiana, proveyendo a los organismos de los recursos necesarios para llevar a cabo sus
procesos fisioldgicos y conductuales de manera eficiente. En cuanto a los niveles plasmaticos
de glucosa en los animales expuestos a la dieta de cafeteria uno de los factores que participa
en su regulacion es la maduracion del sistema, ya que esto se modifica en edades adultas

presentando hiperglucemia en la fase de reposo tanto para machos como para hembras, a
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pesar del incremento de sensibilidad a la insulina, lo que podria indicar una predisposicion a
presentar resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa en edades posteriores como se
ha reportado previamente por Akyol et al., 2012.

La diferencia de concentraciones en los niveles plasmaticos de glucosa en ratas malnutridas
juveniles y adultas que en las primeras etapas de la vida existen ventanas temporales criticas
para el desarrollo de tejidos periféricos como el higado y el pancreas, donde las células
muestran baja sensibilidad a la insulina en comparacion con ratas adultas (Aguayo-
Mazzucato et al., 2006), por lo cual tanto machos como hembras presentan hiperglucemia en
edades juveniles, respuesta que se ve modificada en edades adultas al presentar
hipoglucemia.

La nutricién materna particularmente aquella que desencadena respuestas mal adaptativas no
es solo un riesgo para la madre, sino también la descendencia, los efectos pueden presentarse
a largo plazo, particularmente en respuestas metabdlicas programando el desarrollo fetal. La
exposicién a una dieta de cafeteria durante la gestacion y la lactancia programa entre otras
respuestas el metabolismo de la glucosa, las dietas bajas en proteinas y alta en carbohidratos
predisponen a la reduccion de las concentraciones basales de insulina y glucosa, pesos
reducidos al destete, esto se asocia a cambios en las vias de sefializacion MAPKs en el
hipotalamo, una estructura que regula el metabolismo energético a nivel central, el
transcriptoma hipotalamico sugieren que las vias pueden conducir a circuitos neurales
anormales, el cual juega un papel clave en el balance energético, contribuyendo a la
desregulacién de la homeostasis metabdlica como el aumento de grasa e intolerancia a la
glucosa en la edad adulta (Martin et al., 2018).

La exposicién materna a una dieta de cafeteria no predispone a las crias a la hiperfagia como
se observa en los resultados, pero se asocia a la reduccion de la adiposidad y a la disminucién
de la concentracion de glucosa e insulina en ayunas, incrementando la sensibilidad a la
insulina, y una intolerancia a la glucosa, se ha reportado que la exposicion a la dieta de
cafeteria perinatal aumenta la expresion hepatica de Akt2 (sefializador de la via de la insulina)
(Akyol et al., 2012), también se ha asociado el aumento a la sensibilidad a la insulina como
un indicador de la predisposicion a la resistencia a la insulina e hiperfagia en organismos con
sobrenutricion u obesidad (Durham & Truett, 2006), lo cual podria explicar los resultados

observados en el presente trabajo, a pesar que en las edades evaluadas no se observa
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resistencia a la insulina u obesidad, esto podria presentarse en edades posteriores, debido a
que la malnutricion perinatal predispone a la descendencia a estas alteraciones metabdlicas.
Diversos estudios en roedores han mostrado que la mala nutricion en etapas tempranas del
desarrollo, programa alteraciones metabdlicas, como la hiperglucemia, resistencia a la
insulina (Gomez-Smith et al., 2016) y alteraciones en el metabolismo de los lipidos (Lee et
al., 2016; Torres et al., 2010), la exposicion a una dieta materna baja en proteinas durante la
gestacion y la lactancia incrementa la resistencia a la insulina en las ratas macho y hembras
adultas y disminuye la sensibilidad a la insulina, generando consecuencias adaptativas
(Morimoto et al., 2012). Sin embargo, la mayoria de estos estudios solo evaltan cambios
organismos expuestos durante edades adultas, mientras que el presente estudio se enfoca
sobre en el proceso de maduracion evaluando las primeras 13 semanas de edad, lo que podria
explicar una posible discordancia, ya que se observé un aumento en la sensibilidad a la
insulina tanto en machos como en hembras juveniles en la fase de actividad y en la fase de
reposo para los machos adultos, el incremento a la sensibilidad a la insulina se ha reportado
en la exposicion perinatal a una dieta de cafeteria incrementado la susceptibilidad a la
resistencia a insulina en edades posteriores. este efecto también se ha reportado en otros
estudios en particular de los machos (George et al., 2019; Lecoutre et al., 2017).

Aunado a estos cambios, se sabe que entre los metabolitos que presentan una oscilacién
circadiana se encuentra la glucosa, esta estd regulada por diferentes factores como el
consumo de alimentos, y la interaccion entre el masculo y el higado (Smith et al., 2023). Las
concentraciones de glucosa se ven afectadas por la disponibilidad de alimento (horas de
ayuno) debido a la regulacion del NSQ, quien se encarga de ajustar la liberacion de hormonas
y metabolitos circulantes en condiciones emergentes como el ayuno (La Fleur et al., 1999)
el NSQ es capaz de regular las concentraciones de glucosa a nivel central y periférico,
particularmente se ha reportado que mediante la liberacidén de vasopresina envia sefiales al
nucleo arqueado para regular la glucosa circulante a nivel central y periférico, presentando
concentraciones elevadas durante la fase de actividad y una reduccion de estas durante la fase
de reposo (Rodriguez-Cortes et al., 2022), cambios en esta regulacion podrian relacionarse
con la oscilacion de las concentraciones circulantes tanto en edades juveniles como adultas.
La exposicion intrauterina y perinatal a la dieta de cafeteria programa el metabolismo

energética traves de modificaciones en periodos criticos del desarrollo produciendo
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alteraciones a mediano y largo plazo, por ejemplo, el adelanto de la acrofase de corticosterona
(un regulador del metabolismo de la glucosa) en machos malnutridos perinatalmente
expuestos a una dieta de cafeteria durante la gestacion y la lactancia (Bustamante-Valdez,
2015), ademas la dieta alta en grasas y baja en proteinas puede conducir a un desajuste en el
ritmo de glucosa y triglicéridos que desencadena modificaciones metabdlicas severas que
pueden predisponer a presentar sindrome metabolico (Gomez-Smith et al., 2016), por lo cual
la programacion nutricional materna genera modificaciones en la homeostasis energética
mediante cambios en la regulacion tanto a nivel central como periférico en el mediano y largo
plazo.

La evidencia fisioldgica indica que los ritmos circadianos y el metabolismo energético estan
estrechamente vinculados, se ha reporto que los roedores que carecen de la expresion de
genes reloj o mutantes de estos presentan fenotipos metaboélicos adaptivos. El reloj molecular
de los osciladores periféricos, por ejemplo, higado, pancreas, musculo esquelético y tejido
adiposo, regulan la ritmicidad de la homeostasis energética (Kalsbeek et al., 2014). La
expresion de Bmal y Clock, factores positivos en el bucle del reloj molecular, esta vinculada
a la expresion circadiana de genes que participan en la lipogénesis hepética (Honma et al.,
2016). Por el contrario, los componentes negativos del asa (Per y Cry) estan relacionados con
la respuesta al ayuno en el higado, promoviendo el almacenamiento de glucosa en la forma
de glucogeno (Zani et al., 2013), también se ha reportado que las alteraciones en la ritmicidad
de los genes del reloj en ratones muestran atenuacion en los patrones ritmicos y disminucion
de la concentracién de insulina, glucosa y triglicéridos (Borck et al., 2017; Varcoe et al.,
2016). Es importante sefialar que la pérdida de sincronicidad de los genes del reloj en los
osciladores periféricos implica un desequilibrio en el metabolismo de los lipidos y los
carbohidratos lo que podria explicar los cambios observados en los ritmos circadianos de
glucosa y triglicéridos en el presente estudio.

Los genes Bmall y Clock regulan el metabolismo de la glucosa y triglicéridos, alteraciones
sus proteinas han mostrado que se suprime la oscilacion diurna de glucosa y triglicéridos, asi
como a presencia hipoglucemia (Rudic et al., 2004). Particularmente la homeostasis de la
glucosa puede verse alterada por la disrupcién del reloj circadiano, Onuma y cols (2022)
demostraron que ratones mutantes del gen Bmall disminuye los niveles de glucdgeno

hepéatico en ZT4 (Onuma et al., 2022), todos estos datos en conjunto demuestran que la
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integridad de los componentes del reloj molecular es necesaria para la regulaciéon y
sincronicidad del ritmo circadiano del metabolismo energético. Como se afirma, las
alteraciones en el reloj molecular provocadas por la malnutricion materna podrian explicar
las modificaciones del oscilador observadas en el presente estudio. Nuestros resultados
muestran que los ritmos se alteran durante el dia lo que puede desencadenar otras patologias
en otros sistemas fisioldgicos, como las respuestas conductuales, las cuales también
presentan una oscilacion circadiana.

Los ritmos de los metabolitos pueden ser modificados por la dieta; sin embargo, pocos
estudios han evaluado el efecto de la desnutricion materna sobre los ritmos circadianos del
metabolismo energético de la descendencia en diferentes edades. En este contexto, se
propone que la malnutricion perinatal provocada por una dieta de cafeteria durante la
gestacion y la lactancia, genera una alteracion en la relacion de fase entre el NSQ vy los
osciladores periféricos, predisponiendo a un desarrollo erroneo del metabolismo energetico
de la glucosa y los triglicéridos totales en sangre, predisponiendo enfermedades metabdlicas

en edades posteriores.
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9. Conclusiones

En conclusion, los resultados obtenidos muestran que la nutricion materna es un factor que
programa el metabolismo energético de la decendencia diferencialmente entre machos y
hembras, alterando la ritmicidad y concentracion de la glucosa y triglicéridos totales en
plasma en el corto y largo plazo. Particularmente la exposicién a una dieta de cafeteria
(hipercaldrica e hipoproteica) durante la gestacion y la lactancia programa una disminucion
plasmaética de triglicéridos totales para los machos en la fase de reposo y para las hembras en
la fase de actividad a los 40 y 90 dias, hipoglucemia a los 40 dias tanto en reposo como en
actividad, asi como hiperglucemia en la fase de reposo a los 90 dias para machos y hembras
con acrofases en diferentes puntos temporales para ambos metabolitos.

Por lo tanto las alteraciones en la ritmicidad incluyen hiperglucemia en etapas de reposo y
aumenta la sensibilidad a la insulina en la fase de actividad en machos y hembras, aunado a
esto la malnutricién perinatal generada por la administracion de una dieta de cafeteria durante
la gestacion y la lactancia retrasa el crecimiento, disminuyendo la ganancia de peso y talla,
asi como pardmetros morfométricos como el indice de Lee, la circunferencia torécica y la
circunferencia abdominal como se ha reportado previamente con otros tipos de dietas

administradas durante periodos criticos del desarrollo.
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10. Perspectivas

e Evaluar la predisposicion de ganancia de peso, obesidad y resistencia a la insulina en
edades posteriores a las analizadas en el presente trabajo.

e Evaluar la ritmicidad circadiana de reguladores del metabolismo energetico de la
glucosa, insulina y triglicéridos como el glucagon y la corticosterona en el modelo de
malnutricion perinatal generada por la administracién de una dieta de cafeteria
durante la gestacion y la lactancia.

e Analizar la expresion de genes reloj relacionados con el metabolismo para establecer
la relacion de fase entre los diferentes osciladores periféricos que pueden verse
alterados por la malnutricién perinatal.

e Evaluar la expresion de los PPARs como posible mecanismo de regulacion del
metabolismo de glucosa y triglicéridos en las crias malnutridas y su implicacién en

las adaptaciones circadianas del metabolismo energético
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