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V. RESUMEN

El nucleo supraquiasmatico (NSQ) esta involucrado en procesos
fisiolégicos como el sueino, el hambre, la saciedad, y el metabolismo, generando
ritmos cercanos a 24 horas (circadianos). Hormonas involucradas en el
metabolismo como la insulina, el glucagén, la leptina, la grelina, y el cortisol (o
corticosterona en los roedores), estan reguladas por el control circadiano. La
ingesta de alimentos en cantidad, calidad y tiempo esta relacionada con la
utilizacion correcta de estas hormonas metabdlicas y por lo tanto en el balance
energeético.

La nutricion adecuada es uno de los factores involucrados en la salud y
desarrollo de los seres vivos. La cantidad y calidad de los nutrientes deben
satisfacer las necesidades vitales, por lo que un desbalance en estos provoca
alteraciones a diferentes niveles, entre los que se encuentran el hormonal, el
metabdlico y en la organizacion del sistema nervioso central en general.
Dependiendo del momento en que se presente el desbalance, puede influir en los
periodos criticos del desarrollo cerebral y somatico con efectos en diferentes
etapas de la vida.

Debido a esto, es importante evaluar las alteraciones provocadas por un
ambiente hipercalérico perinatal sobre la expresion temporal diaria de los
parametros metabdlicos involucrados en el balance energético. En el presente
trabajo, se buscé establecer las diferencias en los perfiles diarios, asi como las
diferencias en amplitud y acrofase de las concentraciones plasmaticas de glucosa,
insulina y leptina en rata macho juvenil de la cepa Sprague-Dawley.

Las ratas sometidas a malnutricion hipercaldrica perinatal (MHp) mostraron
menor talla y peso respecto al grupo control (CO) en los dias cercanos al destete y
hasta los 40 dias de edad, asi como una menor area bajo la curva de la prueba de
tolerancia a la glucosa en el grupo MHp con respecto al grupo CO, por otro lado,
en la evaluacion del ritmo diario de los parametros plasmaticos de glucosa ambos
grupos presentaron un periodo de 24 horas, pero con un retraso en la acrofase de
2.73 para el MHp, asi como un aumento en la amplitud y una disminucion en el
mesor, en la evaluacion del ritmo diario de insulina y leptina, para ambos
parametros no se encontro la expresion de un ritmo diario para el grupo MHp.

Con las observaciones realizadas se concluye que las condiciones
nutricionales durante las primeras etapas de desarrollo influyen en el balance
energético en las etapas posteriores de la vida, asi como en la ritmicidad diaria de
glucosa, insulina y leptina por lo que pueden estar relacionadas con condiciones
negativas o enfermedades en etapas posteriores del ciclo de vida.

Palabras clave: ritmo diario, malnutricion hipercalérica perinatal, glucosa, insulina y
leptina.
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l. Introduccion

La malnutricién implica que uno o mas de los nutrientes esenciales falta, o
qgue los nutrientes estan presentes pero en las proporciones incorrectas, afectando
la calidad de la dieta (Morgane et al, 2002). Actualmente en México existe un
doble reto en la malnutricidn, la desnutricidén y la sobrenutricion, contribuyendo al
deterioro de la salud, aumentando el riesgo de enfermedades cronicas como la
diabetes y las afecciones cardiacas (OMS, 2015); la desnutricidon, afecta
principalmente la region sur, la obesidad, lo hace en la regién norte,
extendiéndose por todo el territorio mexicano. Segun la UNICEF, México
actualmente ocupa el primer lugar en obesidad infantil y el segundo en obesidad
en adultos; la principal causa se debe a los malos habitos en la alimentacién, lo
que desemboca en la prevalencia de un 70% de sobrepeso en la edad adulta
(UNICEF México)

Las familias de escasos recursos tienen una tendencia a consumir fuentes
de calorias baratas, porque el costo relativo de alimentos nutritivos es
generalmente mayor. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, la malnutricion,
directa o indirectamente es responsable del 35% de las muertes entre los nifios
menores de cinco anos; mas del 70% de los nifios con malnutricién proteico-
energética viven en Asia, el 26% vive en Africa y el 4% en América Latina y el
Caribe (OMS, 2000).

Ademas es uno de los factores que mas contribuyen a la carga mundial de
morbilidad, retraso en el crecimiento, aumento en el sobrepeso y la obesidad en la

infancia, adolescencia, adultez y de manera especial en mujeres embrazadas,
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ademas de que una buena nutricion durante el embarazo es garantia de un bebé
mas sano (OMS, 2012).

En las ultimas décadas se han llevado a cabo diversos estudios tanto en
humanos como en modelos animales incluyendo los roedores, para poder dilucidar
cuestiones relacionadas con la etiologia, el curso y el tratamiento de diversas
enfermedades que se presentan actualmente en nuestra sociedad, entre las que
se encuentra el sobrepeso, obesidad y diabetes gestacional, las cuales estan
relacionadas con una ingesta inadecuada de los nutrientes necesarios para un
funcionamiento adecuado.

La ingesta de alimentos en cantidad, calidad y tiempo esta relacionada con
la utilizacién correcta del balance energético. La cantidad y calidad de los
nutrientes deben satisfacer las necesidades vitales de los individuos, por lo que un
desbalance en estos provoca alteraciones a diferentes niveles entre los que se
encuentran el hormonal y el metabdlico, dependiendo del momento en que se
establece, puede influir en los periodos criticos del desarrollo cerebral y somatico
con efectos en la morfologia, fisiologia y neuroquimica cerebral que impactan
altamente las funciones del sistema nervioso, que pueden prevalecer en el corto,
mediano o largo plazo (Morgane et al, 2002; Morgane et al, 1993).

En los ultimos anos ha aumentado el consumo de alimentos
industrializados, los cuales son palatables, y contienen grandes cantidades de
azucar, harinas refinadas y aceites, son altos en calorias y deficientes en
nutrientes, se caracterizan por tener precios relativamente bajos, un alto consumo

de estos desemboca en un desajuste del balance energeético.
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El ndcleo supraquiasmatico (NSQ) esta involucrado entre otros procesos
fisiologicos en la homeostasis energética, recibiendo la informacién del estado
metabdlico del organismo empleando aferencias desde el nucleo paraventricular
(NPV), el cual es inervado por el sistema nervioso simpatico y parasimpatico, o a
través de sefales hormonales (como la leptina y la grelina) o los nutrientes que
atraviesan la barrera hematoencefalica (como la glucosa) (Buijs y Kreier, 2006;
Froy, 2010).

Las oscilaciones circadianas permiten a los organismos anticipar su
metabolismo y adaptarse ante cambios externos que varian de manera predecible,
incrementando la posibilidad de aprovechar los recursos de manera mas eficiente
en un ambiente cambiante (Fuentes-Granados, 2011).

Se han realizado diversos estudios epidemiolégicos y experimentales para
sustentar la relacién que existe entre una ingesta desequilibrada durante periodos
criticos como la gestacion y el periodo postnatal temprano, dando como resultado
una programacion in utero, la cual se refiere a las adaptaciones fisiolégicas o
metabdlicas que adquiere el feto en respuesta a un microambiente adverso con un
pobre aporte de nutrientes u oxigeno, o bien a un abastecimiento exagerado de
los mismos que suceden en etapas criticas de desarrollo estructural o funcional de
ciertos 6rganos, que influyen de manera permanente en las condiciones en las
que el individuo se enfrentara a la vida extrauterina (Garibay y Miranda, 2008).

En el presente trabajo, se buscé establecer las diferencias en los perfiles
diarios de las concentraciones plasmaticas de glucosa, insulina y leptina entre
individuos con malnutriciéon hipercalérica perinatal y una dieta estandar para

roedores de laboratorio en rata macho juvenil.
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2. Antecedentes
2.1. Periodos criticos del desarrollo del cerebro en mamiferos.

El desarrollo del cerebro de los mamiferos se lleva a cabo antes y después
del nacimiento, ciertas ventanas de tiempo durante este desarrollo representan
periodos que no pueden ser revertidos o repetidos posteriormente, a los cuales se
les denomina periodos criticos (figura 1) (Morgane et al, 1993).

En el cerebro embrionario muchos procesos criticos aceleran su actividad
por periodos cortos de tiempo y luego cesan por completo, pueden ser
modificados o interrumpidos mas facilmente durante los momentos en los que se
producen mas rapido (Morgane et al, 2002).

La presencia de insultos durante estos periodos en el desarrollo del SNC
podria desencadenar en cambios irreversibles, es decir, si un proceso no ocurre
en su tiempo programado, habra un déficit funcional permanente.

Es importante destacar que tanto la edad, duracién, y severidad en la que el
insulto se produce son factores criticos relacionados con cémo y en qué punto es
afectado el cerebro. (Morgane et al, 1993, Galler y Barrett, 2001), después de un
periodo critico, solo la plasticidad limitada puede permanecer en el sistema.

Por lo tanto el crecimiento éptimo del feto, incluyendo al SNC, depende en
parte de los estimulos externos que reciba, incluyendo el ambiente nutricional. En
ratas adultas se ha reportado que dietas hipercal6ricas aumentan los niveles de
corticosterona en plasma, la presencia hiperglucemia, disminucion en la amplitud
del ritmo diario de melatonina pineal (Cano et al, 2008) hiperfagia, ganancia en la

masa corporal y obesidad (Shafat et al, 2008).
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Figura 1: Comparacioén de los principales eventos del desarrollo en el cerebro de ratas y humanos. Los eventos de desarrollo se muestran
en elacién con el nacimiento, lo que proporciona informacién sobre las ventanas de vulnerabilidad relacionadas con eventos especificos de
maduracion e insultos prenatales y postnatales. Las flechas en la mielinizacién, glicogénesis y curva de microneurogenesis indican su
continuacién durante periodos prolongados postnatales (modificado de Morgane et al, 2002).



También se ha relacionado a la malnutricion hipercalérica durante la
gestacion y la lactancia en roedores con una disminucidon del 25% del musculo
esquelético (Bayol et al, 2005), hipersensibilidad al neuropeptido Y (NPY) (Hansen
et al, 2004), ganancia del peso corporal y tejido adiposo, aumento significativo del
colesterol total, triglicéridos, 3 veces mas propensos a la muerte fetal vy
disminucién de la supervivencia neonatal, hiperglucemia, hiperinsulinemia,
hiperleptinemia, obesidad, hipertension, hiperfagia, resistencia a la insulina y
resistencia a la leptina, (Hayes et al, 2012; McDonald et al, 2011; Beaudry et al,

2013; Brondani et al, 2014; Mitra et al, 2008; Vickers et al, 2000).
2.2. Ritmos Biolégicos

La naturaleza es fluctuante y ritmica, por ejemplo los ciclos lunares y el ciclo
diario de luz—oscuridad, estos ritmos tienen influencia sobre los organismos, es
decir existe una influencia de las fluctuaciones geofisicas sobre variables
fisiolégicas y conductuales (Angeles-Castellanos et al, 2007).

Los fendmenos fisiolégicos ritmicos requieren de un mecanismo interno que
les proporcione una sincronizacion y les permita a los organismos el acoplamiento
de sus actividades y respuestas conductuales ante estimulos del medio externo,
en este sentido, por procesos de adaptacion evolutiva, los organismos han
generado mecanismos enddgenos, coordinados por un reloj interno, que les
permite adecuar su supervivencia mediante una plasticidad funcional ante las
oscilaciones del medio (Duran et al, 2013).

El mecanismo interno que proporciona sincronizacién, acoplamiento y

predictibilidad, es conocido como reloj u oscilador biolégico, permitiendo al



organismo vivir en armonia con los ritmos de la naturaleza asi como adaptar
temporalmente sus funciones conductuales y fisioldgicas a estos cambios, lo que
se denominado también como cronostasia (Koukkari and Sothern, 2006).

Debido a que los organismos estan sujetos a fluctuaciones ambientales han
desarrollado respuestas fisioldgicas acopladas a los ciclos geofisicos de rotacién y
translacion, por lo que existen diferentes tipos de ritmos segun su periodo o
frecuencia. De acuerdo con la frecuencia, es decir su presencia en un dia, se han
denominado como ultradianos (menores a 20 horas), circadianos (cercanos a 24
horas) o infradianos (mayores a 28 horas), de acuerdo con su duracidén o periodo
se clasifican en 4 tipos “circa™ 1) Circadianos, con una repeticion cercana a 24
horas, 2) Circamareales con una repeticion aproximadamente cada 12.5 horas,
3)Circalunares, con repeticiones aproximadamente cada 28 dias y 4) Circanuales,
cuya duracion es aproximadamente cada 365 dias (revisado en Duran et al, 2013).

Los ritmos circadianos, aquellos con un periodo cercano a 24 h, o un dia se
consideran enddgenos cuando en ausencia de sefales externas (como la luz) el
organismo expresa libre curso o free running, conservando un periodo cercano a
24 horas (entre 20 y 28 horas), es decir es enddgeno, sincronizable ante un
estimulo potente externo denominado como Zeitgeber (del aleman “dador del
tiempo”) y tener compensacion a la temperatura (Pittendrigh, 1981; Aschoff, 1999).

Los ritmos endoégenos son innatos, esto quiere decir que son adquiridos via
herencia y que estan fuertemente ligados a bases genéticas, es decir que se
presentan aun en condiciones constantes, sin embargo, bajo condiciones
naturales, las sefales externas son capaces de sincronizar los ritmos enddgenos,

la luz el sincronizador por excelencia.
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En este contexto, en el estudio de los ritmos biolégicos se emplea el
término tiempo circadiano o Circadian Time, por sus siglas en inglés (CT) cuando
el organismo esta bajo condiciones constantes incluyendo la luminosidad, o
tiempo del sincronizador o Zeitgeber Time (ZT), el cual se utiliza bajo un estimulo
sincronizador entre los que se encuentran la luz, disponibilidad de alimento,
temperatura, senales sociales, entre otros (Golombek, 1997; Dunlap et al, 2004).

Para que los ritmos circadianos puedan ser evaluados paramétricamente se
han considerado la funciéon sinusoidal y sus propiedades, para lo cual se ha
disefiado un algoritmo matematico de ajuste de curva conocido como analisis de

cosinor (Golombek, 1997) (ver figura 2):

e Periodo (1): intervalo de tiempo en el que un ciclo se completa.

e Frecuencia: Numero de veces en que un fendmeno se repite en la unidad
de tiempo. Inverso del periodo de un ciclo.

e Mesor: Valor medio de la curva ajustada a través del método Cosinor.

e Amplitud: valor de la diferencia entre los valor maximo y el valor minimo de
la curva ajustada de cualquier ritmo biologico.

e Fase: cada uno de los momentos de un ritmo, también se utiliza para
describir la relacién entre dos o0 mas ritmos.

e Acrofase, cresta: momento en el cual ocurre el punto maximo o pico de un
ritmo, se emplean las unidades horas o grados en relacién a una referencia

absoluta o arbitraria.
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e PBatifase, valle: el momento en que ocurre el punto mas bajo en una
oscilacion de un ritmo, se emplean las unidades horas o grados en relacion
a una referencia absoluta o arbitraria.

e Relacion de fase (y): Distancia (diferencia) temporal entre dos eventos

(fases) de uno o dos ritmos.

s tiempa

Figura 2: Esquema que muestra las propiedades basicas de los ritmos biolégicos (Fuentes, 2013).

En los mamiferos, se presenta una organizacion jerarquica, en la cual el
NSQ del Hipotalamo contiene el Oscilador maestro o marcapasos central, es un
nucleo bilateral, de un diametro pequeno, que se encuentran lateral al tercer
ventriculo, por encima del quiasma Ooptico, el NSQ es necesario para la

coordinacion de los ritmos circadianos (figura 3).
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Figura 3: Localizacién y caracterizacion del NSQ en la rata. La figura A es el esquema de un corte
coronal del hipotalamo que muestra las relaciones anatémicas del NSQ, el corte esta indicado en
la vista lateral del cerebro. La figura B es un corte histoldgico tefiido con la técnica de Nissl, las
lineas punteadas indican el NSQ del lado derecho, 3V, Tercer Ventriculo, QO, Quiasma Optico
(Revisado en Romero-Sanchez, 2010).

El marcapasos central hace uso de conexiones neurales y/o factores
humorales, acoplando a los osciladores periféricos, los cuales se encuentran en
diversos o6rganos, por ejemplo el tejido adiposo blanco, el higado, pancreas,

musculo e intestino (Kumar et al, 2015).

2.3. ElI sistema circadiano, el Sistema Nervioso Central y el

metabolismo en mamiferos

Los organismos estan organizados en dos fases, una caracterizada por un
periodo de actividad y otro por uno de reposo, en el primero se lleva a cabo la

ingesta de nutrientes que proveen de energia, tales como la glucosa, y en el
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segundo el cuerpo mantiene una homeostasis metabdlica, para la funcién
adecuada del reloj circadiano (Peek et al, 2012).

Actualmente, se conoce que existe la participacion de la maquinaria del
reloj circadiano en la regulacion del metabolismo, aproximadamente entre un 10%
y un 30% de los genes, dependiendo de los tejidos, parece mantener un ritmo de
expresion guiado por los genes de reloj, es decir hay evidencia sélida que
demuestra que le sistema circadiano influye sobre el metabolismo y que a su vez
diferentes senales metabdlicas hacen que este sistema se regule (Gomez-Abellan
et al, 2011).

Una ventaja evolutiva del reloj circadiano es el mejoramiento de la eficiencia
energética a través de la separacidon temporal de reacciones anabdlicas y
catabdlicas, tales como la gluconeogénesis y glucdlisis (Marcheva et al, 2013).

Procesos circadianos y metabdlicos interacttan tanto a nivel
neuroanatomico y neuroendocrino para regular la homeostasis metabdlica global.
Esta regulacion se lleva a cabo por una comunicacion de diversos nucleos
hipotalamicos, entre la zona subparaventricular (SPZ), la regién dorsomedial
(DMH) que actua como un centro de retransmision, amplificando las sefiales
circadianas del NSQ a multiples regiones del cerebro involucradas en la regulacién
del sueno, actividad y alimentacion, la region ventromedial (VMH), en la cual se
encuentra el nucleo arqueado (ARC) que desempena un papel bien caracterizado
en la regulacion de la alimentacion y el apetito (Froy, 2010)

El ARC contiene neuronas orexigénicas que expresan el NPY y la proteina

relacionada con agouti (AgRP), asi como las neuronas que expresan péptidos
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anorexigenicos incluyendo pro-opiomelnocorticona (POMC), (Marcheva et al,
2013; Kalsbeek et al, 2014).

Estas estructuras a su vez inervan otras regiones como el NPV implicado
en la liberacion de la corticosterona y la liberacion de la glucosa hepatica, el
hipotalamo lateral (LH) participando en la regulacion de la alimentacion y la vigilia
y el nucleo preodptico ventrolateral (VLPO) que participan en la secrecion de
corticosteroides, alimentacion y vigila, asi como en el suefio respectivamente
(Froy, 2010).

Por otra parte el control del NSQ en el balance energético esta relacionado
con aferencias desde el NPV, es cual es inervado por el sistema nervioso
simpatico y parasimpatico, o bien por sefiales hormonales, (como la leptina y la
grelina) o nutrientes que atraviesan la barrera hematoenceféalica (como glucosa y
los aminoacidos) que conectan con el sistema simpatico y parasimpatico (Kumar
et al, 2011; Buijs et al, 2006; Froy, 2010),

Por lo tanto parece que el NSQ es capaz de controlar los tejidos periféricos
no sélo por la secrecion de sefiales humorales sino también al afectar las dos
ramas del sistema nervioso autonomo, es decir, el simpatico y parasimpatico
(Chun-Xia et al., 2006; Froy, 2010; Eckel-Mahan and Sassone-Corsi, 2013).

La comprension de las redes neuronales que integran los centros
implicados en la regulacion del balance energético puede ayudar al entendimiento
de la interaccion entre las conductas anticipatorias y adaptativas en la

homeostasis energética (figura 4).
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Figura 4: El nucleo supraquiasmatico y la homeostasis energética. EIl NSQ puede ser sincronizado por sefiales luminosas, hormonas y nutrientes,
o bien por la informacién que le llega desde el ARC y el NPV (flechas verdes). A su vez, este nucleo emite eferencias (flechas azules) hacia el
ARC, el NPV, el MPOA y la SPZ. A través del sistema nervioso auténomo, el MPOA, el NPV'y el DMH regulan el tejido adiposo, el higado y otros
organos periféricos (flechas rojas). Las sefiales como la distensién abdominal, hormonas derivadas del tracto digestivo y nutrientes llegan al
sistema nervioso central a través del sistema nervioso auténomo (Imagen modificada de Froy, 2010).



2.4. Patrones ritmicos de la glucosa

En los mamiferos la glucosa es la fuente de energia, durante la fase de
actividad la glucosa en sangre es de origen dietético, mientras que en la fase de
reposo el higado es la principal fuente de glucosa enddgena, su metabolismo
presenta fluctuaciones a lo largo del dia debido a su utilizacion o almacenamiento.

La homedstasis de la glucosa diaria en la sangre exdgena (producto de la
ingestidn, digestion y absorcidén) y enddégena (gluconeogésis) también involucra el
control del NSQ, como de los relojes periféricos higado, pancreas, musculo y
tejido adiposo (Kalsbeek et al, 2014).

En los seres humanos y roedores los niveles de glucosa circulante
aumentan antes de despertar, y de esta manera el organismo se anticipan su
metabolismo (Bailey, 2014).

En los humanos se ha establecido que la tolerancia a la glucosa y la accion
de la insulina varian a lo largo del dia, la tolerancia a la glucosa oral se ve
afectada por la tarde en comparacién con horas de la mafana debido a efectos de
la reduccion de la sensibilidad a la insulina combinada con la disminucion de la
secrecion de la insulina durante la noche (Marcheva et al, 2013).

Efectos provocados por lesiones en el NSQ de ratas establecen que existe
un control del reloj circadiano en la homeostasis de la glucosa en roedores. El
ritmo diario de las concentraciones de glucosa en plasma de roedores nocturnos
muestra una acrofase al final del periodo de luz, anticipando el aumento de la

actividad en la oscuridad, mientras que cuando se realizan curvas de tolerancia a



la glucosa, se presentan niveles mas altos al comienzo del periodo de oscuridad
(Kumar et al, 2015).

El control circadiano del metabolismo de la glucosa ha sido bien
documentado, aunque los mecanismos moleculares precisos aun no han sido bien
establecidos, (Marcheva et al, 2013).

Los estudios en roedores nocturnos y los seres humanos sugieren que la
pérdida de la ritmicidad circadiana del metabolismo de la glucosa puede incluso
contribuir al desarrollo de trastornos metabdlicos como la diabetes tipo 2,
alteraciones en la secrecidn de insulina, asi como efectos en tolerancia a la

glucosa (Kalsbeek et al, 2004).

2.5. Patrones ritmicos de la insulina

Las células-B de los islotes de Langerhans del pancreas desempefian un
papel clave en el control de la homeostasis de la glucosa mediante la secrecion de
la hormona insulina, en respuesta a las concentraciones elevadas de glucosa en la
sangre; sin embargo, tal como lo demuestran varios estudios, la glucosa presenta
variaciones a lo largo del dia y también se observa esta variacion en la secrecion
de insulina varia (Kumar et al, 2015).

En humanos la insulina presenta diferencias en los niveles por la mafana
respecto a la tarde, se observan concentraciones superiores en la mafana
(posteriores al pico de glucosa) aun después de 72 horas de ayuno. Esta
observacion se presenta en individuos con un peso normal y con sobrepeso (tanto

mujeres como hombres); sin embargo, los individuos con sobrepeso muestran
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concentraciones de insulina mas elevadas (en particular las mujeres), indicando
un posible estado de resistencia a la insulina (Merl, et al., 2004).

Peschke y Peschke (1998) demostraron que la secrecion de insulina a
partir de islotes pancreaticos aislados de rata muestran un ritmo circadiano. En
ratas se mostré una variacion diurna en los niveles de insulina en plasma en
ayunas (Bizot-Espiard et al, 1998). Por otra parte, en ratones alimentados ad
libitum, se ha encontrado un ritmo diario de insulina que muestra su pico maximo
durante la fase nocturna, el cual podria estar asociado con su patrén de
alimentacion (Ahrén, 2000).

Picianato et al, 2002, mostro que una pinealoctomia aumenta la secrecién
de insulina a lo largo de 24 horas, ademas de observar alteraciones en la amplitud
ritmica y un avance de fase de las curvas diarias.

La sensibilidad a la insulina también presenta una variacion a lo largo del
dia, la interrupcién del reloj circadiano provoca una alteracion en la secrecion de la

insulina (Kalsbeek et al, 2014).

2.6. Patrones ritmicos de la leptina

La leptina es una hormona principalmente secretada por tejido adiposo
blanco, participa en la regulacién del balance energético, disminuyendo la ingesta
de alimento, regulando la saciedad, aumentando el gasto de energia y Ia
sensibilidad a la insulina (Gavrila et al, 2003).

La leptina reduce la produccion de los péptidos orexigénicos, orexina (ORX)
y la hormona concentradora de melanina (MCH) dentro del LHA, estimula

produccion de a-melanocito-estimulante (a-MSH) de neuronas POMC, mientras
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que inhibe simultaneamente produccién NPY / AgRP dentro del ARC (Cowley et
al. 2001).

Cuando los niveles de leptina son bajos, las neuronas orexigenicas en el

ARC producen NPY y AgRP estimulando el hambre y reduciendo el gasto de
energia a través de sefalizacion del LHA (Kumar et al, 2015).
Curiosamente, ademas de la regulacion de la situacion de nutrientes, la leptina
también muestra un patrén circadiano de expresion. En las ratas, el NSQ podria
desempenar el papel mas importante al generar el ritmo diario de leptina, pues
esta estructura posee receptores para esta hormona y su lesion elimina el patrén
diario observado, ademas en condiciones in vitro la leptina puede generar avances
de fases en la oscilacion de las células del NSQ (Piccione et al, 2004).

El tejido adiposo, como tejido periférico, posee genes reloj que desempenan
un papel fundamental en la fisiologia del propio tejido, regulando la expresion
ritmica de sustancias bioactivas secretadas como son las adipoquinas
(adiponectina, leptina y resistina, entre otras), la desincronizacién de los genes
reloj del tejido adiposo podria desarrollar ciertas enfermedades como la obesidad
(Gémez-Abellan et al, 2011).

Gluckman et al, en 2007 proponen que un tratamiento neonatal con leptina
no solo induce cambios epigenéticos en la expresion de genes especificos
medidos en el higado adulto, sino que la direcciéon de estos cambios inducidos

depende de la exposicion ambiental anterior del feto.
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3. JUSTIFICACION

Se sabe que un desbalance en la cantidad o calidad de la dieta en las
etapas criticas del desarrollo conlleva a una mala organizacion del Sistema
nervioso en general, asi como en la integridad funcional de diversos 6rganos, que
desemboca en una respuesta inadecuada ante los retos del medio.

Por lo cual, es importante evaluar las alteraciones provocadas por un
ambiente hipercalérico perinatal sobre la expresion temporal diaria de glucosa,

insulina y leptina.

4. HIPOTESIS

Si un ambiente hipercalérico perinatal representa para el organismo
condiciones adversas a nivel de desarrollo general y del balance energético en
particular, entonces la progenie juvenil, presentara una alteracién en la
concentracion plasmatica de glucosa, insulina y leptina, asi como alteraciones en

su distribucion temporal diaria.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar los ritmos diarios de parametros plasmaticos relacionados con el
balance energético en ratas macho juveniles con una malnutricion hipercalérica

perinatal (MHp), asi como en los bien nutridos.
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5.2. Objetivos particulares

e Determinar la distribucion temporal diaria de la concentracién de glucosa,
insulina y leptina.
e Establecer las diferencias en la amplitud y acrofase de la distribucién

temporal diaria de glucosa, insulina y leptina.

6. METODOLOGIA
En la figura 5 se presenta el disefio experimental del presente trabajo el

cual se detalla en los siguientes parrafos.

HEMBRAS EN EDAD HEMBRAS EN EDAD

MADRES/CRIAS CRinS CRiAS
REPRODUCTIVA REPRODUCTIVA
DIETA CONTROL 3 DIETA CONTROL [—3 DIETA CONTROL {—— DIETA CONTROL > DIETA CONTROL
(co) (co) (co) (co) (co<c0)

A

6 semanas

GESTACION
CRUZA PARTO DESTETE TOMA DE MUESTRAS

PTG

Figura 5: Disefo experimental. Los cuadros claros hacen referencia al grupo control y los cuadros
obscuros al grupo con malnutricion, CO indica alimentacion con dieta control (Lab Chow, Purina
5008), MH indica alimentacién con dieta Hipercalérica. MHp-CO hace referencia al grupo
alimentado con la dieta Hipercaldrica durante la gestacion y lactancia, asi como con dieta control
posterior al destete. CO-CO hace referencia al grupo alimentado con dieta control durante la
gestacion, lactancia y postdestete.
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6.1. ANIMALES

Para este estudio se emplearon ratas hembras en edad reproductiva de la
cepa Sprague-Dawley (200-300 gr) de la colonia del Laboratorio de Biologia
Animal Experimental de la Facultad de Ciencias de la UNAM, mantenidas con
agua y alimento ad libitum, en una temperatura ambiental de 21 + 1°C, en
condiciones de iluminacion 12:12 Luz/Oscuridad (ZTo=7 amy ZT1,= 7 pm).

Aleatoriamente las ratas se dividieron en dos grupos, uno con una dieta
estandar para roedores de laboratorio con un aporte de 4.15 Kcal/g (control) y el
otro con una dieta hipercaldrica con un aporte de 6.32 Kcal/g (malnutridos) (ver
tabla |), ambos se mantuvieron con agua y alimento ad libitum por un periodo de 6
semanas previas a la cruza (fue importante mantener este periodo con el
proposito de restablecer el equilibrio metabdlico impuesto previamente por la dieta
con contenido caldrico normal antes de la gestacion), y se registré el consumo
diario de alimento de para ambos grupos.

6.2. DIETAS

6.2.1. Dieta control (Lab Chow, Purina 5008)

El grupo control (CO) fue alimentado con la dieta estandar para roedores de
laboratorio Lab Chow, Purina 5008 con un aporte energético de 4.15 Kcal/g.

6.2.2. Protocolo de Malnutricién Hipercalérica (MH)

A ratas hembras adultas de la cepa Sprague-Dawley en edad reproductiva,
se les administré una dieta hipercaldrica formulada de la siguiente manera: se

consideré6 como base la dieta (Lab Chow, Purina 5008) y se le adicion6 leche
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condensada, pan de caja, chocolate’, galletas, coco seco, queso, papa hervida y
manteca vegetal (modificado de Kumar et al, 2011), con un aporte de energia
bruta de 6.32 Kcal/g.

Tabla I. Composicion nutrimental de las dietas

Componentes Dieta control (%) Dieta Hipercalorica

(%)

Carbohidratos 49.4 67.16
Proteina 23.5 8.78

Grasa 6.5 13.73
Cenizas 6.8 2.58
Fibra Cruda 3.8 0.65
Kcallg 4.15 6.32

6.3. Cruza de las ratas

Posterior a las 6 semanas de malnutricion para el grupo con dieta
hipercaldérica ambos grupos fueron colocados en cajas de acrilico, conservando
las condiciones nutrimentales y ambientales previas, en una proporcion de dos
hembras (en proestro o estro) por un macho sexualmente experto, al dia siguiente

se les realizo frotis vaginales y se consider6 como prefada al encontrar la

! El efecto de la administracion gestacional y/o prenatal de las metilxantinas (principalmente absorbidas del
té, café o cacao) puede es controversial (Skopinski et al, 2011), ya que cruzan libremente tanto la barrera
hematoencefalica como la barrera placentaria debido a sus propiedades hidrofébicas (Colomnina et al, 2002).
En humanos se ha asociado la ingesta de chocolate con la disminucion de pre-eclampsia e hipertension
gestacional (Saftlas et al, 2010), aunque en roedores se ha demostrado que altas concentraciones de cacao
(80% de la composicion de la dieta) aumenta la frecuencia cardiaca fetal (Buscicchio et al, 2013), sin
embargo de uno de los componentes empleados en “diversos protocolos de dietas hipercaldricas y palatables.
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presencia de espermatozoides, durante los dias subsecuentes Ilas hembras
fueron observadas para registrar el dia del parto.

Después del parto, la camadas fueron estandarizadas a 8 crias, las cuales
fueron separados por sexo y se registro el peso y la longitud naso-anal de cada
cria durante los primeros cuarenta dias postnatales para determinar el indice de

Lee.

31/Peso corporal

Longitud naso anal x 10*

Indice Lee=

(Revisado en Carmona, 2006).

Las crias tuvieron acceso libre durante la gestacion y la lactancia a la dieta
con la cual se alimentd la madre. A los 21 dias postnatales se destetd a las crias
manteniéndolas juntas. Las hembras obtenidas fueron descartadas y los machos
se mantuvieron en condiciones de temperatura y fotoperiodo igual al de sus
madres pero se les cambio la dieta, hipercaldrica por la CO, con agua y alimento
ad libitum.

6.4 Andlisis de parametros plasmaticos

En el dia 40 de edad a las ratas macho juveniles tanto CO como MHp se les
tomaron muestras de sangre para obtener plasma y determinar el ritmo diario de
glucosa, insulina, asi como para evaluar los niveles de corticosterona como control
de estrés? (ver el anexo 11.2).

Se tomaron muestras sanguineas del seno retro-orbital en 6 puntos

temporales: ZTO0, ZT4, ZT8, ZT12, ZT16, ZT20, por 24 horas (CO n=8, MHp=8),

2 LLa corticosterona es una hormona liberada por la glandula suprarrenal, se libera en respuesta al estrés, tiene
diversos efectos metabdlicos y cardiovasculares que aseguran la supervivencia a través de periodos de
adversidad (Hill and Wyse, 2006).
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para lo cual, previamente a la extraccion de sangre los animales permanecieron 6
horas en ayuno, posteriormente se anestesiaron con Isoflurano (Sofloran Vet) y
anestesia ocular Proparacaina y Fluoresceina al 5%, se realizd la extraccion de
sangre en tubos capilares con heparina.

Cada muestra se centrifugo por 5 minutos a 10,000 rpm para obtener el
plasma, el cual se extrajo de los capilares empleando una jeringa Hamilton de 50
ul. El plasma obtenido de cada individuo se almacend 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 congelacién y descongelacion.

La concentracién plasmatica de glucosa fue determinada empleando el
ensayo enzimatico-colorimétrico con el kit Spinreact Glucose-LQ, por otra parte las
concentraciones de insulina, leptina y corticosterona se determinaron mediante
ensayos de ELISA, Rat/Mouse Insulin ELISA Millipore (Cat. #EZRMI-13K), Rat
Leptin ELISA EZRL-83K, Corticosterona ELISA IBL International, (RE52211)
respectivamente. La absorbancia de los ensayos de glucosa, insulina, leptina y
corticosterona se leyé mediante un lector de microplacas (Biotek ELx800) con una
absorbancia de 450 nm.

6.5. indice de HOMA (Modelo de Evaluacion Homeostatica)

Basado en el analisis de glucosa e insulina en plasma, se determino el
modelo de evaluacion homeostatica (HOMA, por sus siglas en inglés —
Homeostasis model assessment-) para la evaluacién de resistencia a la insulina
(HOMA-IR) empleando la siguiente ecuacion:

[Insulina en plasma (uUl/ml) x Glucosa en plasma (mmol/l)] / 22.5.
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Asi como para la evaluacion de la funcion de las células B-pancreaticas (HOMA-(3)
empleando la siguiente ecuacion:

[Insulina plasmética (uUl/ml) x 20] / Glucosa en plasma (mmol/ 1) -3.5.
HOMA-RI estd mas relacionado con la resistencia a la insulina, mientras que
HOMA-( esta relacionado con la secrecion de la insulina (Costa et al, 2013).

6.6. Prueba de tolerancia a la glucosa (PTG)

Cuarenta y ocho horas posteriores a la obtencion de muestras para la
determinacién de los parametros plasmaticos se realizé una PTG para ambos
grupos (MHp y Co) en el ZT4 (ya que fue el punto temporal donde se observé una
mayor concentracion plasmatica de glucosa previamente analizada), se les
mantuvo en un periodo de ayuno de 4 horas, posteriormente se colocaron en una
caja de restriccion de acrilico para rata adulta y se tomd una muestra de sangre
por medio de una puncion en la punta de la cola, se midid la concentracion basal
de glucosa en sangre (tiempo 0), se continuo con la administracién de una
solucion de glucosa de 2 gr. de glucosa / kg via intraperitoneal se colectaron
muestras sanguineas con el mismo método cada 30 min durante las siguientes 2
hrs (30, 60, 90 y 120 min), para evaluar la concentracion de glucosa en sangre se
emplearon tiras reactivas y el glucometro Accu-chek perfoma (Hoefel et al, 2011,
Akyol et al, 2012).

6.7. Analisis de los datos

Los datos obtenidos de los registros de peso, talla e indice de Lee se
graficaron mediante el programa de Microsoft Excel 2010, y se analizaron con el

paquete estadistico STATISTICA, cada tiempo (del dia 1 al 40 postanatal) se
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analizé empleando una prueba de t de Student para muestras no pareadas para
comparar entre grupos (p<0.05).

Los datos de los perfiles diarios de glucosa, insulina, leptina, asi como el
indice de HOMA y la concentracidon de corticosterona fueron ordenados y
graficados mediante el programa de Microsoft Excel 2010, obteniendo el
promedio, el error estdndar de los 6 puntos de muestreo de los 2 grupos (CO, n=
7-10; MHp, n=8-12); mediante el paquete estadistico GraphPad PRISM 5.01, se
analizaron las concentraciones plasmaticas de glucosa en los 6 puntos temporales
empleando una ANOVA de una via y se compararon empleando la prueba post
hoc de Tukey (p<0.05). Las concentraciones plasmaticas de insulina (CO, n=4-7;
MHp, n=4-7), leptina (CO, n=4-5; MHp, n=4-5) y corticosterona (CO, n=3; MHp,
n=3) en los 6 puntos temporales se analizaron mediante el paquete estadistico
GraphPad PRISM 5.0 empleando una prueba de Kruskal-Wallis y se compararon
utilizando la prueba post hoc Dunns (p<0.05). El indice de HOMA se comparo6
entre grupos en cada punto temporal empleando una prueba de t de Student no
pareada (p<0.05).

Posteriormente se realizd el ajuste de Cosinor para cada uno de los
parametros plasmaticos evaluados (glucosa, insulina y leptina), empleando el
programa Chronos-Fit (Zuther y Lemmer, 2004), el cual se utiliza para analizar
ritmos que no presentan una frecuencia marcada. Este programa utiliza ajustes
mediante senos y cosenos para determinar una sefal sinusoidal y asi calcular
acrofase, mesor y amplitud. La ritmicidad en términos estadisticos esta dada por el

valor p; p< 0.05, entonces significa que si se presenta ritmicidad (Fuentes, 2013).
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Los datos obtenidos de la curva de tolerancia a la glucosa fueron graficados
mediante el programa de Microsoft Excel 2010, se determiné la capacidad de
asimilar la glucosa inyectada calculando el area bajo la curva mediante el
programa GraphPad PRISM 5.0, y posteriormente se graficaron los promedios y
error estandar, para cada condicién y se compararon con una prueba de t no

parameétrica (Mann-Withney) con una p<0.05.

7. RESULTADOS

7.1. Curvas de crecimiento e indice de Lee.

Debido a que se considera que el peso y la talla de un organismo son un
indicador del estado de su salud, durante los primeros 40 dias de edad se realiz6
el registro de estos parametros.

En las figuras 6 y 7, se observa que ambos grupos presentan un peso y
talla similar al dia uno postnatal, sin embargo, a partir del dia 2 postnatal se
observa una disminucién significativamente menor hasta los 40 dias de edad
(p<0.05), indicando un retraso en el crecimiento del grupo MHp (figura 9).

Por otro lado, también se realizé la evaluacion del indice de Lee, el cual es
un indicador de la relaciéon entre el peso y la talla, frecuentemente se emplea para
identificar el sobrepeso y la obesidad, se ha correlacionado con el porcentaje de
grasa corporal para modelos animales con dietas obesogénicas (Simson et al,

1982).
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Figura 6: Peso corporal del dia 1 postnatal a los 40 dias de edad. La linea clara corresponde al
grupo CO (n=70-43), la linea obscura corresponde al grupo MHp (n=66-45), los * indican una
diferencia significativa entre grupos segun la prueba de t de Student (p< 0.5). Los datos se
muestran como promedio + ee.
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Figura 7: Talla corporal del dia 1 postnatal a los 40 dias de edad. La linea clara corresponde al
grupo CO (n=70-43), la linea obscura corresponde al grupo MHp (n=66-45), los * indican una
diferencia significativa entre grupos segun la prueba de t de Student (p< 0.5). Los datos se
muestran como promedio + ee.

En la figura 8 se observa que en los dias postnatales 1, del 4 al 10, del 12 al
15, 1718 y el 28 de edad el grupo CO presenta un indice de Lee

significativamente mayor que el grupo MHp, mientras que en los dias 30, 33, 36 y
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40 de edad se presenta un indice de Lee significativamente mayor en el grupo
MHp; lo cual indica que el grupo malnutrido presenta un desarrollo morfolégico
menor al del grupo bien nutrido en los primeros dias de edad, sin embargo, al final
del estudio se observa un una tendencia al sobrepeso u obesidad en el grupo con

malnutricion (p<0.05).
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Figura 8: indice de Lee del dia 1 al 40 de edad. La linea clara corresponde al grupo CO (n=70-43),
la linea obscura corresponde al grupo MHp (n=66-45), los * indican una diferencia significativa

entre grupos segun la prueba de t de Student (p< 0.5). Los datos se muestran como promedio *
ee.

Figura 9: Fotografias de la comparacién de la talla de las ratas CO y MHp. Se muestra una
comparacion de la talla al dia 1 postnatal (a), el dia 21 postnatal (b) cuando fueron destetadas,
dia 40 postnatal (c), en la parte superior se observa la talla de una rata CO y en la parte inferior la
rata MHp.
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7.2. Analisis de los parametros plasmaticos

Al llevar a cabo el analisis de las concentraciones plasmaticas diaria los
distintos parametros, se encontré6 que los niveles de insulina y leptina son
similares dentro de cada grupo (segun la prueba de Kruskal-Wallis, p>0.05); las
concentraciones maximas de estos se presentan en puntos temporales diferentes
para ambas condiciones, en el caso de la insulina el punto maximo del grupo CO
se encuentra en el ZT20 y en MHp en el ZTO, en el caso de leptina el punto
maximo se observa en el ZT16 para el CO y en el ZT12 para el MHp (p<0.05)
(figura 13A y 16A). En cuanto a la evaluacién plasmatica diaria de glucosa se
encontraron variaciones dentro de cada grupo, asi como al comparar ambas
condiciones (figura 10A), las concentraciones maximas para este parametro
fueron en el ZT4 para ambas condiciones (p< 0.05) como se observa en la Tabla

Tabla Il: Concentraciones promedio maximas * ee para los perfiles diarios de glucosa e
insulina y leptina, ZT indica el tiempo del Zeitgeber, * hace referencia a la diferencia significativa
en cada parametro dentro de un mismo grupo (p<0.05), ® hace referencia a la diferencia
significativa entre grupos para el mismo parametro.

Parametro Condicién Concentracion ZT Valor de P
mas alta (inter grupos)
Glucosa CcO 226.60*® 4
(mg/dL) <0.05
MHp 193*@ 4
Insulina CcO 0.98°2 20
(ng/ml) <0.05
MHp 0.68°% 0
Leptina 6]0) 4.47 16
(ng/ml) >0.05
MHp 3.56 12
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En cuanto a los perfiles diarios con el ajuste de Cosinor de insulina y leptina

control, la acrofase se presenta durante la fase oscura (escotofase) (figura 13B y

16B), el grupo MHp no presenta ritmicidad para los dos perfiles, en cambio en el

caso de la glucosa plasmatica, ambos grupos presentan un ritmo de 24 horas y la

acrofase durante la fase luminosa (fotofase), aunque en puntos temporales

diferentes (figura 10B).

En la Tabla Ill se observan los valores del ajuste de Cosinor, ambos grupos

presentan variaciones tanto en amplitud, acrofase, mesor y porcentaje de

ritmicidad para cada parametro plasmatico evaluado. Asi mismo en las figuras 10,

13 y 16 se observan el ajuste de Cosinor para estos parametros.

Tabla lll: Valores obtenidos del ajuste de Cosinor para los perfiles diarios de glucosa,
insulina y leptina, * indican los perfiles que tuvieron un ajuste significativo (p < 0.05).

Parametro | Condiciéon | Periodo Amplitud Acrofase Mesor % de valor
Ritmicidad dep
Glucosa co 24* 18.95 1.48 174.63 11.81 <0.05
(mg/dL)
MHp 24* 20.05 4.21 156.33 15.93 <0.05
Insulina co 24* 0.12 19.72 0.64 10.07 <0.05
(ng/ml)
MHp - - - 0.57 - -
Leptina co 24* 1.52 13.26 2.43 33.28 <0.05
(ng/ml)
MHp - - - 3.02 - -
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7.2.1. Perfiles diarios en la concentraciéon de Glucosa

En la figura 10A se observa el perfil diario de glucosa en plasma sin el
ajuste de Cosinor, se presentan diferencias significativas en las concentraciones
en los puntos ZT4, ZT12 y ZT20 (ANOVA de una via y la prueba post hoc Tukey,
p<0.05, F=9.79, gl=11), pero el punto maximo presenta para ambas condiciones
durante la fotofase en el ZT4.

En el caso de las concentraciones plasmaticas con ajuste de Cosinor
(figura 10B) ambos grupos presentan un periodo de 24 horas, sin embargo, se
observa que la acrofase de ambos grupos se encuentra en puntos temporales
diferentes, en CO en el ZT 1.48 y para MHp a las 4.21, indicando un retraso en la
expresion del ritmo diario de las rata macho con malnutricién hipercaldrica
perinatal respecto a los CO. Ademas se presentaron diferencias en amplitud y
mesor, el grupo MHp presenta una mayor amplitud (20.05 mg/dL) y un mesor
menor (156.33 mg/dL) en comparacion con el Co (18.95 y 174.63 mg/dL
respectivamente), lo cual indica una mayor diferencia entre el punto maximo y el
punto minimo de los MHp. Por ultimo el porcentaje de ritmicidad es mayor para el

grupo CO (11.81) en comparacién con MHp (15.93).
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Figura 10: Doble grafica del perfil diario de glucosa en plasma (CO n=7-10, MHp n=8-12).

A) Sin ajuste de Cosinor, la linea roja corresponde al grupo control, la linea azul corresponde al
grupo MHp a lo largo de 24 horas, los datos estan expresados en mg/dL y se muestran promedios
+ ee, ambos grupos presentan la maxima concentracion en el ZT4. * indican diferencias
significativas entre ambos grupos (p<0.05). B) corresponde al ajuste de Cosinor para ambos
grupos, el area sombreada indica la fase de oscuridad, el area sin sombrear a la fase de luz.

7.2.2. Prueba de tolerancia a la glucosa

Posterior a la obtencion del perfil diario de glucosa se realizé una prueba de
tolerancia a la glucosa, prueba que mide la capacidad que tiene el organismo para
metabolizar la glucosa (Trijillo, 2007), en la figura 11 se observa que las
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concentraciones en sangre del grupo MHp son menores a las que presenta en
grupo control al minuto 30 y 60 posterior a la administracion ip de glucosa, también
se observa que a pesar de ello ambos grupos regresan a una concentracion
similar a la basal (minuto 120). Para obtener una mejor evaluacion de la
respuesta a la administracion de glucosa se realizo el analisis del area bajo la
curva (figura 12), los valores promedio de las areas bajo la curva en unidades
relativas (UR) fueron 243.7 £ 21.10 para CO y 118.2 £ 11.17 para MHp, asi el area
bajo la curva del grupo MH fue menor (p< 0.05), entonces ambos grupos son
capaces de metabolizar a la glucosa, aunque se observa que los niveles de

glucosa circulantes durante la prueba son menores para el grupo MHp.
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Figura 11: Prueba de Tolerancia a la Glucosa. La linea clara corresponde al grupo CO vy la linea
obscura corresponde al grupo MHp, ambos grupos regresan a su concentracion basal, aunque el
grupo MHp presenta niveles de glucosa circulantes menores (* p<0.05, n=4, segun la prueba de

Mann-Withney), los datos estan expresados en mg/dL y se muestran promedios tee,
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Figura 12: Valor promedio del area bajo la curva de la PTG. La barra clara corresponde al grupo
CO vy las barras oscuras corresponde al grupo MHp, los datos se muestran como promedios + ee,

(*: p< 0.05, n=4, segun la prueba de Mann-Withney).

7.2.3. Perfiles diarios en la concentracion de Insulina

En la figura 13A se observa el perfil diario de insulina en plasma sin el
ajuste de Cosinor, se observa una concentracién similar de insulina para el grupo
MHp p>0.05, y un aumento de los niveles plasmaticos en el ZT20 para el grupo
CO (segun las pruebas de Kruskal-Wallis, p<0.05, estadistico Kruskal-Wallis
13.51), se presenta una diferencia significativa entre los picos de ambas
condiciones, las concentraciones maximas se presentan en diferentes fases, el
grupo control presenta su pico durante la escotofase (ZT20) y el grupo con
malnutricion durante la transicion entre el apagado y encendido de las luces
(ZTO0).

En el caso de las concentraciones plasmaticas con ajuste de Cosinor
(figura 13B) los organismos CO presentan un periodo de 24 horas, una acrofase

de 19.72 y un mesor de 0.64 ng/ml, sin embargo el grupo MHp no presenta un
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ajuste pero presenta un mesor de 0.57, lo que indica que el grupo MHp presenta

una alteracion en la regulacion circadiana de la secrecion de insulina.
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Figura 13: Doble grafica del perfil diario de insulina en plasma (CO n=6; MHp n=6). A) ambos
grupos sin ajuste de Cosinor, la linea roja corresponde al grupo CO, la linea azul corresponde al
grupo MHp a lo largo de 24 horas, el grupo control presenta su maxima concentracién en el ZT20,
y el grupo MHp en el punto ZTO, los datos estan expresados en Ng/ml, se muestran promedios +
ee, * corresponden a p<0.05 segun la prueba de Mann-Withney. B) ajuste de Cosinor, el area
sombreada indica la escotofase, el area sin sombrear la fotofase.
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7.2.4. indice de HOMA (Modelo de Evaluacion Homeostatica).

Se realizo la evaluacion del indice de HOMA, el cual indica la presencia de
resistencia a la insulina (RI), en la figura 14 se observa que el HOMA-RI es mayor
para el grupo CO en los puntos temporales ZT4 y ZT20 (segun la prueba de t de
Student, p<0.05), lo cual indica que hay una mayor cantidad de glucosa circulante
y por lo tanto una mayor cantidad de insulina secretada en el grupo control en
comparacioén con el grupo MHp, lo cual también se puede observar en las figuras
10Ay 13A

Se evalud el HOMA-(3, el cual indica la funcion de las célula B-pancreaticas,
en la figura 15 se observa un aumento significativo en los ZT4 y ZT16 en el grupo
MHp (segun la prueba de t de Student, p<0.05), lo cual indica una mayor funcién
de las células B-pancreaticas, esto se relaciona con el menor nivel de glucosa en
el MHp y la mayor concentracion de insulina en esos puntos temporales (figura

10Ay 13A).
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Figura 14: indice de HOMA-RI, las barras claras corresponden al grupo CO (n=4-7), las barras
obscuras corresponden al grupo MHp (n=5-7), se observa que el grupo control presenta un
aumento en el ZT4 y ZT20 con respecto al grupo MHp, los datos se muestran como promedios
tee, * corresponden a p<0.05, n=6.

50



200 -
E
130 - 1
mCco o\ pMH
150 -
140 -
120 *
&
=L i
Z 100 T
=] |
80 T T
&0 ) l
40 N '|'
20 ’V
fa) T T T
o a a 12 15 20 24
T

Figura 15: indice de HOMA-B, las barras claras corresponden al grupo CO (n=4-7), las barras
obscuras corresponden al grupo MHp (n=5-7), se observa que el grupo MHp presenta un aumento
en el ZT4 y ZT16 los datos se muestran como promedios tee, * corresponden a p<0.05, n=6.

7.2.5. Perfiles diarios en la concentracion de Leptina

En la figura 16A se muestra el perfil diario de leptina en plasma sin el ajuste
de Cosinor, se observa una concentraciéon similar de leptina dentro de cada grupo
(segun la prueba de Kruskal-Wallis, p>0.05, estadistico Kruskal-Wallis 15.51) y
aunque no se presenta una diferencia significativa entre los picos de ambas
condiciones, las concentraciones maximas se presentan en diferentes fases; el
grupo control presenta su pico durante la escotofase (ZT16) y el grupo con
malnutricion durante la transicion entre el encendido y apagado de las luces
(ZT12) lo cual indicaria un retraso en la expresion del ritmo diario de leptina del
grupo MHp en comparacién con el grupo CO.

En el caso de las concentraciones plasmaticas con ajuste de Cosinor
(figura 16B) los organismos CO presentan un periodo de 24 horas, una acrofase

de 13.96 y un mesor de 2.43 ng/ml, sin embargo el grupo MHp no presenta un
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ajuste, lo que indica que el grupo MHp presenta una alteracion en la regulaciéon

circadiana de la secrecion de leptina.
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Figura 16: Doble grafico del perfil diario de leptina en plasma (CO n=6, MHp n=6). A) ambos grupos
sin ajuste de Cosinor, la linea roja corresponde al grupo CO, la linea azul corresponde al grupo
MHp a lo largo de 24 horas, el grupo CO presenta su maxima concentracion en el ZT16, y el grupo
MHp en el punto ZT12. No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos (p>0.05),
los datos estan expresados en ng/ml y se muestran promedio tee. B) corresponde al ajuste de
Cosinor, el area sombreada indica la escotofase, el area sin sombrear a la fotofase.
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7.3. Corticosterona como indice de estrés.

Por ultimo se llevo a cabo la evaluacion de la concentracion plasmatica de

corticosterona en cada punto temporal en que se evaluaron los parametros

plasticos antes mencionados, en la figura 17 se observa que no hay diferencia

entre los niveles secretados en el grupo CO y el grupo MHp en ninguno de los 6

puntos temporales evaluados (segun la prueba de Manny-Withney, p>0.05, n=3,

estadistico Kruskal-Wallis 12.44), indicando que los resultados obtenidos no son

efecto de estrés.
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Figura 17: niveles de corticosterona en plasma (como indice de estrés), la linea roja corresponde al
grupo CO, la linea azul corresponde al grupo MHp, a lo largo de 24 horas, los datos estan
expresados en nmol/L, se muestra el promedio + ee, no se observan diferencias en ningun punto
temporal evaluado (p>0.05, n=4), el area sombreada indica la escotofase, el area sin sombrear a la

fotofase.
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8. Discusioén

En el presente trabajo, el objetivo fue determinar si una malnutricion
perinatal desemboca una alteracion en la produccion y/o distribucion diaria de la
glucosa, insulina y la leptina en la rata macho juvenil.

8.1. Malnutricion hipercalérica perinatal

La variabilidad de las dietas altas en grasas y los modelos animales
empleados en los estudios sobre este tema hace que sea dificil comparar sus
hallazgos, por lo tanto, el impacto de la obesidad materna inducida por una dieta
en diferentes etapas de la vida en el desarrollo asi como la expresién del ritmo
diario de parametros metabdlicos, siguen siendo un punto de interés actual, ya
que el estado nutricional durante la gestacién influye en el crecimiento y desarrollo
fetal (Shimizu et al, 2013). El peso corporal en edades tempranas es un indicador
clave del riesgo de trastornos metabdlicos en la vida posterior (Cunningham et al,
2014), en el presente trabajo el peso y la talla evaluados, al nacimiento no fueron
significativamente diferentes entre la descendencia del grupo CO y del MHp, este
hallazgo es consistente con estudios reportados con anterioridad por Bieswal,
(2006); Brondani et al, (2014); Wright et al, (2011) y Akyol et al, (2012), ademas
fueron significativamente menores desde el dia 1 al 40 de edad como ya fue
reportado por Akyol et al, (2012), mientras que otros estudios han sugerido que la
sobrealimentacion materna impulsa el aumento del peso y la hiperfagia (Chen et
al, 2008).

En el presente estudio encontramos que la relacion peso/talla es menor en
el grupo MHp con respecto al grupo CO en los primeros dias del estudio,

indicando un desarrollo morfolégico menor para el grupo malnutrido, lo cual puede
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estar relacionado con una menor disponibilidad de proteinas ingeridas por la
madre malnutrida antes, durante y después de la gestacién, ya que la dieta solo
contiene el 8% de proteina, si bien no se evaludé la composicién de la leche
materna, se sabe que la obesidad materna provocada por una dieta de cafeteria o
una dieta materna alta en grasas tiene efectos en la disponibilidad de los
nutrientes para las crias, como la disminucion en la disponibilidad de las proteinas
y el aumento en la de los acidos grasos (Rolls y Gurr, 1985). En estudios con una
malnutricion hipoproteinica se ha observado una disminucién de la talla y el peso
en comparacién con el grupo control (Galler y Tonkiss, 1990; Passos et al, 2000;
Da Silva et al, 2009).

También se sabe que la alimentacién con alto contenido en grasas durante
la gestacion puede tener consecuencias postnatales similares a la desnutricién,
Samuelsson et al (2008) reportaron que la descendencia de ratones obesos a
causa de la alimentacion con alto contenido en azucar y grasa durante 6 semanas
previas al apareamiento, durante la gestacion y lactancia presentan obesidad,
hipertension e intolerancia a la glucosa; por otro lado se ha considerado que la
malnutricion es un factor de estrés para la madre y el feto en desarrollo, se sabe
que el estrés durante el embarazo conduce a la restriccion de crecimiento fetal,
glucocorticoides naturales, como la corticosterona, son elevados por el estrés de
la madre, por lo tanto, pueden mediar los efectos del estrés sobre el crecimiento
fetal, reduciendo el suministro de aminoacidos y la densidad de los vasos
sanguineos en la placenta, en respuesta a estas alteraciones se establece que es

posible un mecanismo por el que durante el embarazo se puede programar el
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crecimiento intrauterino y el desarrollo, con consecuencias en su vida posterior
(Vaughan et al, 2012).

En la ultima semana del estudio, se encontré un aumento significativo en el
indice de Lee para el grupo MHp, lo cual puede indicar una predisposicién al
sobrepeso u obesidad, como se ha reportado en trabajos anteriores, los cuales
sugieren que la exposicion a una dieta alta en grasas en periodos de concepcion,
gestacion y lactancia favorece la predisposicion a la obesidad (Bringhenti et al,
2013; Kalsbeek et al, 2014), exceso en la adiposidad (Mingrone et al, 2008),
aumento de triglicéridos asi como trastornos metabdlicos relacionados con la
homeostasis anormal de la glucosa, reduccion a la sensibilidad a la insulina,
secrecion alterada de insulina por las células beta y cambios en la estructura del
pancreas (Guo y Jen, 1995) resistencia a la insulina (Bayol et al, 2005), esteatosis
hepatica (Kruse et al, 2012). Asi estos datos sugieren que los procesos
epigenéticos generados por la malnutricidon son centros de proceso de plasticidad
del desarrollo y también sustentan la relacion entre los efectos de la vida
metabdlica temprana y tardia (Gluckman et al, 2007).

Si bien en este estudio no se observa una obesidad materna, si se reporta
una alteracion en la homeostasis de la glucosa, lo que podria estar relacionado
con la presencia de la resistencia a la insulina, lo que en los humanos
denominamos sindrome metabdlico.

8.1.1. Analisis de los parametros plasmaticos

Los parametros metabdlicos oscilan a lo largo del dia, debido a la demanda
energética y el suministro de nutrientes, mediante la sincronizacion de los relojes

internos con su entorno (Bailey et al, 2014) apropiada para las fases de actividad y
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reposo de los organismos. En las ultimas décadas se ha enfatizado el estudio de
hormonas y sustancias relacionadas con el balance energético, la mayor parte de
las hormonas circulantes presenta fluctuaciones ritmicas. Las alteraciones en el
suministro de estos nutrientes, asi como en la sincronizacion de los osciladores
periféricos pueden generar consecuencias metabdlicas a corto, mediano o largo
plazo (Bailey et al, 2014).

En el presente estudio las concentraciones plasmaticas de insulina y leptina
sin ajuste de Cosinor fueron similares dentro de cada grupo y entre grupos
excepto en el ZT20 para insulina, donde se presenta una secrecion mayor para el
grupo CO con respecto al MHp, aunque la concentracion maxima se presenta en
diferentes puntos temporales, es decir, que la produccion de ambas hormonas es
similar en los dos grupos, pero su distribucién diaria no lo es. En contraste los
niveles plasmaticos de glucosa fueron significativamente mayores en los ZT4,
ZT12, ZT20 en el grupo CO, lo cual indicaria una hipoinsulinemia en las ratas
MHp, en la evaluacion sin ajuste de cosinor ambos grupos presentan la
concentracion mas alta en el ZT4. En los siguientes parrafos se discuten los
aspectos particulares para cada parametro.

8.1.1.1. Glucosa e Insulina

En este trabajo, ambos grupos (CO y MHp) presentan la concentracion mas
alta de glucosa en plasma en el mismo punto temporal, aunque existe una
diferencia significativa al compararlas entre si. EI grupo CO presenta una
concentracion mayor a la del grupo MHp, por lo cual se puede inferir que el ultimo
presenta alteraciones en la produccion o regulacion de ésta, estos datos

concuerdan con lo reportado por Akyol et al (2012), que aunque sélo evaluaron los
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niveles circulantes de glucosa en un punto temporal, observdé una concentraciéon
menor de esta en condiciones de ayuno en ratas con una exposicién a una dieta
alta en grasas durante la gestacion y la lactancia en comparacién con ratas que
siempre fueron alimentadas con dieta control, por lo cual se propone que la
exposicién temprana a una la dieta alta en grasas puede influir en la homeostasis
de la glucosa, aumentando la secrecion de insulina, lo que conlleva a una mayor
captura de glucosa disminuyendo los niveles circulantes de esta ultima y a su vez
podria estar impactando el desarrollo del pancreas, aumentando el agotamiento
de éste y provocando alteracibn como la resistencia en la insulina en etapas
posteriores.

Sin el analisis de Cosinor, ambos grupos presentan su concentracién mayor
en el ZT4, aunque después de realizarlo se observa que la acrofase de los grupos
se presenta en puntos temporales diferentes a pesar de que ambos presentan un
periodo de 24 hrs, el grupo CO presenta su acrofase en el ZT1.48, y el grupo MHp
en el ZT4.21, asi como en el mesor, el cual es mayor para el grupo CO (144.95
mg/dL), pero la amplitud del ritmo es menor (18.95 mg/dL), contrario al grupo
MHp, el cual presente un mesor menor (170.07 mg/dL), pero con una amplitud
mayor (20.05 mg/dL) estos datos sugieren una mayor homogeneidad de los
niveles plasmaticos de glucosa para el grupo CO y una mayor varianza entre los
individuos con malnutricion, lo cual podria sugerir que el control metabdlico o los
controles de la maquinaria celular metabdlica se afectan de manera diferencial en
la progenie.

En ambos grupos no se encontré una coincidencia en la acrofase sin el

ajuste de Cosinor y con este, esto puede deberse a la variabilidad de los datos
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que presentan ambos grupos, aunque la acrofase del grupo MHp sin ajuste es
relativamente similar a la que se presenta con el ajuste matematico, la hora en que
se presenta la acrofase es similar a la que reportaron Rudic et al (2004), donde se
evaluo la homeostasis de la glucosa en ratones wild type (WT, sin manipulacion),
los cuales fueron alimentados con una dieta alta en grasas, se observo que
presentan la acrofase para glucosa en el CT4 (donde el CTO es inicio del dia
subjetivo, comenzando a las 7 am) lo cual coincide con el punto maximo de
glucosa encontrado en este estudio.

En el caso de los niveles plasmaticos de insulina, ambos grupos presentan
concentraciones similares (excepto en el punto ZT20, donde es mayor para el
grupo CO), pero acrofases en ZT diferentes sin el ajuste matematico, sin embargo
al evaluarlo con éste el grupo MHp no presenta un ritmo diario para insulina.

Previamente se ha relacionado concentraciones plasmaticas reducidas de
glucosa e insulina en la descendencia masculina de madres obesas (con dieta
hipercaldrica), con un mayor nivel de ARNm de Glut4 en el musculo esquelético.
Glut4 es el principal transportador de glucosa en el musculo estriado, una
sobreexpresion de la proteina GLUT4 en el musculo aumenta la eliminaciéon de
glucosa estimulada por la insulina en todo el cuerpo (Ren et al, 1995; Raipuria et
al, 2015). Por otro lado las bajas concentraciones de insulina pueden estar
relacionadas con el agotamiento de las células-B (Samuelsson et al, 2008),
implicando que la sobrealimentacidn como ya se ha mencionado puede tener un
impacto en el desarrollo del pancreas, se ha reportado que una dieta de cafeteria
durante la gestacion, tiene efectos sobre la insulina basal, disminuyéndola,

contribuyendo al deterioro de la homeostasis de la glucosa o sobre vias de
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sefializacion de la insulina (Akyol et al, 2012). Como ya fue mencionado una dieta
alta en grasas consumida durante el periodo preconcepcional, asi como durante
los periodos de gestacién y lactancia resulta en alteraciones en el pancreas de la
descendencia en la etapa juvenil asi como el desarrollo posterior de enfermedades
degenerativas cronicas, como la obesidad y la diabetes en ratones (Bringhenti et
al, 2013).

La ritmicidad del metabolismo de la glucosa puede ser mediada por
osciladores periféricos (como el higado) y/o el NSQ. EI NSQ necesita una
inervacién simpatica intacta del higado para generar un ritmo diario de las
concentraciones de glucosa, ya que el higado desempefia un papel fundamental
en el mantenimiento de niveles 6ptimos de glucosa para equilibrar su la entrada
dentro y fuera de la circulacion, de esta manera tiene efectos sobre la captacion
de esta glucosa, asi como la liberacion y sensibilidad a la insulina (Kalsbeek, et al,
2014).

Hoy en dia se sabe que la glucosa plasmatica presenta una ritmicidad aun
en condiciones de ayuno (Kalsbeek et al, 2014), sin embargo, en humanos se ha
demostrado que el ayuno prolongado de hasta 72 horas disminuye gradualmente
la glucemia inhibiendo el patron circadiano (Merl et al, 2004).

Una dieta alta en grasas modula el metabolismo de los carbohidratos
mediante la amplificacidon de la variacion circadiana en la tolerancia a la glucosa y
la sensibilidad a la insulina (Rudic et al, 2004), en las ultimas décadas se han
realizado diversos estudios donde se evalua el papel de los genes y proteinas del
reloj molecular sobre el control del metabolismo energético relacionado con una

dieta alta en grasas. Se ha reportado que ratones mutantes del gen Clock atentan
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la obesidad inducida por una dieta alta en grasas, ademas de presentar una
disminucién en los trigliceridos (TG), acidos grasos libres (FFA, por sus siglas en
inglés), una disminucion en los niveles séricos de insulina y leptina (Katsutaka et
al, 2006), gluconeogénesis deprimida, o una inhibicion de la misma al eliminar a
Bmal1, ratones mutantes tanto de Clock como Bmal1® (componentes del reloj
molecular) en ayuno presentan hipoglucemia, niveles de insulina disminuidos, asi
como una mayor adiposidad (Rudic et al, 2004)

Los ratones mutantes de Per2 muestran hipoglucemia en ayunas, una
pérdida de la ritmicidad de acumulacion de glucdgeno en el higado, disminuyendo
la actividad de glucdgeno fosforilasa (Zani et al, 2013), aunque niveles elevados
de insulina en plasma (Zhao et al, 2012) pero no oscilaciones en los
glucocorticoides (Yang et al, 2009). Lo cual podria indicar que los trastornos
metabdlicos observados en el presente estudio pueden estar relacionados con
alteraciones a nivel del reloj molecular, asi como a nivel de los osciladores
periféricos, por lo cual debe realizarse estudios posteriores para enfatizar en estas
vias.

8.1.1.2. Leptina

La leptina es una hormona principalmente producida por el tejido adiposo,
tiene efectos en la regulacion de la ingesta de alimentos y el metabolismo
(Hsuchou et al, 2013), regula la energia disponible en el tejido adiposo por sefales

hipotalamicas, tiene efectos sobre el peso corporal, la ingesta de alimentos, la

® Clock y Bmal son genes del reloj molecular, que componen la parte positiva del bucle de
retroalimentacion transcripcional del reloj molecular, forman un heterodimero que actia como
reguladores de la expresion génica activando a su vez la expresion de los reguladores negativos
(Cry y Per) (Gomez-Abellan et al, 2011; Kalsbeek et al, 2014).
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temperatura corporal y la tasa metabdlica (Pelleymounter et al, 1995; Friedman y
Halaas, 1998), ademas se sabe presenta un ritmo circadiano (Banks et al, 1996),
se ha reportado que la exposicion a una dieta de cafeteria materna en cualquier
etapa del desarrollo antes del destete no tiene un impacto en la ingesta de
alimentos o adiposidad (Akyol et al, 2012), mientras que algunos estudios han
sugerido que la sobrealimentacion materna favorece el aumento de hiperfagia en
la descendencia (Samuelsson et al, 2008).

Aunque las concentraciones secretadas de leptina son similares, la
distribucion diaria no lo es, el grupo CO presenta un periodo de 24 horas, con una
acrofase a las 13.25 hrs, estos resultados concuerdan con los reportados por
Hsuchou et al (2013), aproximadamente 2 horas posteriores al ZT12, en
comparacién con el grupo MHp que no presenta una ritmicidad diaria. Estas
alteraciones podrian estar ocurriendo en diferentes niveles, entre ellos
alteraciones en el LepR (receptor especifico de leptina), asi como sus
mecanismos de sefalizacion a nivel del oscilador periférico (tejido adiposo).

El mantener la dieta de cafeteria durante la lactancia aumenta el contenido
lipidico intramuscular y la grasa caracterizada por hipertrofia en los adipocitos
(Bayol et al, 2005). La obesidad pueden conducir a la interrupcién en el ritmo
circadiano de leptina (Hsuchou et al, 2013). En el presente estudio, el grupo MHp
no presenta un ritmo diario, este grupo presenta un aumento en el indice de Lee
en los ultimos dias de registro indicando una tendencia al sobrepeso, lo cual es
corroborado con lo reportado por Hsuchou et al, (2013). Este estudio abre la
posibilidad de evaluar si en etapas posteriores estos grupos desarrollarian

sobrepeso u obesidad.
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Se sugiere que la sobrealimentacion durante el embarazo es un factor clave
en la programacién de la adiposidad; que podria relacionarse con los bajos niveles
de glucosa e insulina y su falta de ritmo en el grupo MHp, debido a que existe una
correlacién con la secrecion de insulina en respuesta a la ingesta de alimentaos
(Ahrén, 2000).

8.1.2. Prueba de tolerancia a la glucosa e indice de HOMA

En el presente estudio la evaluacion del indice de HOMA-RI no mostro
evidencia de resistencia a la insulina, aunque presenta disminucion significativa
en los ZT4 y ZT20 para el grupo MHp (figura 14), lo cual podria estar relacionado
con las concentraciones mayores de glucosa e insulina en estos ZT
respectivamente para el grupo CO, a pesar de que el HOMA-B presenta un
aumento significativo en los ZT4 y Z16 en MHp (figura 15), lo cual indica una
mayor funcién de las células B-pancreaticas, relacionandolo con los menores
niveles de glucosa en el MHp y una mayor concentracion de insulina para este
grupo en dichos ZT, como lo reportan Akyol et al (2012) en ratas es posible que en
etapas posteriores la intolerancia a la glucosa podria presentarse debido a la
sefalizacion de la insulina deteriorada.

Por otro lado, otros estudios han considerado que la exposicion a la
sobrenutricibn materna impacta la vida temprana en la homeostasis de la glucosa
(Brondani et al, 2014, Samuelsson et al, 2008), asi como que el consumo materno
cronico de una dieta alta en grasas se asocia con resistencia a la insulina en la
progenie debido a diversas causas, entre ellas el hecho de que el consumo de
esta dieta perjudica la absorcion de glucosa en el musculo esquelético (Wilkes et

al, 1998), altera la sefnalizacion de la insulina (Frangioudakis et al, 2005) y
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conduce al fallo de las células-B (Zhou y Grill, 1994; Sako, y Grill, 1990)
sustentando el desarrollo de la intolerancia a la glucosa. En cuanto a la
sefalizacion metabdlica de la madre al feto (el cual inicia adaptaciones
metabdlicas que posteriormente se manifiestan como intolerancia a la glucosa),
puede ser que la obesidad inducida por una dieta de cafeteria exacerba la
resistencia normal de la insulina durante el la gestacion y aumenta la carga
metabdlica en el desarrollo del higado y el pancreas (Akyol et al, 2012).

Al realizar la PTG se encontr6 que ambos grupos presentan
concentraciones basales similares de glucosa, aunque el grupo MHp presenta
niveles menores de esta en plasma después de la administracion ip de glucosa,
asi como un area bajo la curva en la PTG significativamente menor en
comparacioén con el grupo CO (figuras 11 y 12), coincidiendo con los resultados
encontrados en el analisis de los indices de HOMA.

Es posible que en edades mas avanzadas, la intolerancia a la glucosa
pueda ser mas pronunciada y se muestre una sefalizacion de la insulina mas
deteriorada. Se ha reportado que la intolerancia a la glucosa esta asociada a la
exposicion a una obesidad materna exclusivamente durante la lactancia, cuando
las crias son destetadas y se les impone a una dieta baja en grasa, se encuentra
poca evidencia de una perturbacion del metabolismo, aunque también se puede
deber a una mayor sensibilidad a la insulina (Akyol et al, 2012). Observaciones
similares se han encontrado en crias de ratas alimentadas con una dieta
hipoproteinica durante la gestacion, donde la sensibilidad a la insulina temprana
da lugar a la resistencia a la insulina en la edad adulta mayor (Langley et al, 1994),

se sabe que una dieta hipoproteinica durante la infancia puede provocar cambios
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duraderos en las mitocondrias que pueden contribuir al desarrollo de la resistencia
a la insulina en la vida posterior (Brodani et al, 2014).

Por ultimo cabe mencionar que los niveles plasmaticos analizados de
corticosterona, presentan las concentraciones similares como se puede observar
en la figura 17, indicando que los resultados obtenidos en el presente estudio son
resultado de la malnutricion perinatal.

Existe mucha discrepancia en los resultados metabdlicos para estas
hormonas en estudios que han empleado dietas similares a las del presente
trabajo. Este desacuerdo podria ser explicado desde el punto de vista del
momento del dia en que las muestras fueron colectadas y procesadas ya que la
distribucion temporal en 24 horas varia significativamente.

Ese trabajo aporta, por lo tanto informacion muy valiosa de la importancia

de los ritmos circadianos sobre los procesos metabdlicos.

9. Conclusioén.

La exposicion a una MH en etapas criticas del desarrollo resulta en un
fenotipo metabdlico anormal tanto para las madres como para la descendencia.
Los datos del presente estudio sugieren que una dieta hipercaldrica/hipoproteinica
afecta negativamente la integridad fisiolégica y metabdlica de la descendencia, se
sugiere que la obesidad materna antes del embarazo, durante la gestacion y la
lactancia es suficiente para programar la regulacion metabdlica de la glucosa,
insulina y leptina en la descendencia resultante.

Los mecanismos que conducen a la disfuncion de homeostasis de la

glucosa pueden variar de acuerdo con el momento del insulto de
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sobrealimentacion materna. Se propone que una malnutricion hipercaldrica
perinatal puede contribuir al desarrollo de la obesidad en etapas adultas, asi como
a la resistencia a la insulina debido a alteraciones en la ritmicidad circadiana.

En conclusion, estos resultados refuerzan la idea que la herencia
epigenética de una malnutricién transgeneracional incrementa la incidencia de
enfermedades metabdlicas, asi como una alteracién de la expresion circadiana de
mecanismos metabdlicos encargados de regular el balance energético en la
descendencia, produciendo un retraso de fase en la distribucion temporal diaria de
la glucosa asi como de la corticosterona e inhibiendo la ritmicidad de la insulina y
leptina, sugiriendo que el NSQ vy/o los osciladores periféricos fueron
comprometidos in utero ante la exposicion de una dieta hipercalérica materna, lo
cual hace suponer que sea posible una serie de efectos sobre la salud en etapas

posteriores.
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11. ANEXOS

11.1. Malnutricién hipercalérica materna

Ya que el peso corporal es un parametro para determinar la salud
nutricional de los individuos, el peso de las ratas hembras en edad reproductiva
tanto del grupo control (CO) como del grupo con malnutricién (MH) se midié cada
7 dias, también se determind la concentracién basal de glucosa en sangre (con un
periodo de 6 horas de ayuno) para cada uno de los organismos.

Posterior a las 6 semanas en el protocolo de malnutricién para el grupo
experimental, ambos grupos fueron sometidos a una prueba de tolerancia a la
glucosa (PTG) para determinar el estado metabdlico de las hembras.

11.1.1. Analisis de datos

Los resultados obtenidos de los registros de ingesta de alimento, ganancia
de peso corporal y glucosa en sangre, se graficaron mediante el programa de
Microsoft Excel 2010 y se analizaron empleando el paquete estadistico GraphPad
PRISM 5.0, se comparé cada parametro en cada tiempo empleando una prueba
de t de Student (p<0.05).

Los datos obtenidos de la curva de tolerancia a la glucosa fueron graficados
mediante el programa de Microsoft Excel 2010, se comparé la concentracién de
glucosa en cada tiempo (0, 30, 60, 90 y 120 minutos) entre ambos grupos
empleando una prueba de t no paramétrica (Mann-Withney) con un valor de
significancia de p<0.05. También determiné la capacidad de asimilar la glucosa
inyectada calculando el area bajo la curva mediante el programa GraphPad

PRISM 5.0, y posteriormente se graficaron los promedios y error estandar, para
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cada condicién y se compararon con una prueba de t no paramétrica (Mann-
Withney) con un valor de significancia de p<0.05.

11.1.2. Resultados

Seis semanas previas a la cruza se registro la ingesta de alimento, el peso
corporal y los niveles de glucosa en sangre, al término de estas se realiz6 una
prueba de tolerancia a la glucosa para ambos grupos.

11.1.2.1. Ingesta de alimento

Se registré diariamente el consumo de alimento de cada rata y fue
promediado semanalmente para cada grupo experimental durante las 6 semanas
previas a la cruza, en la figura 18 se observa un mayor consumo promedio diario
durante las tres primeras semanas en el grupo con malnutricion (p<0.05, n=7), en

las tres semanas posteriores se observa un consumo de alimento similar (p>0.05).
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Figura 18: Consumo de alimento en ratas hembras antes de la cruza. En el histograma se muestra
el consumo diario en las 6 semanas previas a la cruza; las barras claras corresponden al grupo CO
y las barras obscuras al grupo MH. Se puede observar que en las primeras tres semanas el grupo
MH presenta mayor consumo que el grupo CO, segun la prueba de t de Student, * p< 0.05, n=7.
Los datos estan expresados en gramos y se muestran promedios * ee.
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11.1.2.2. Ganancia de peso corporal

Se registré el aumento de peso semanal con respecto al registro basal (el
peso inicial antes de la exposicién a la dieta hipercalérica para el grupo MH)
durante las 6 semanas previas a la cruza. En la figura 19 se observa que los
animales en el grupo MH experimentan una ganancia de peso mayor respecto a

los controles en las primeras dos semanas después del cambio de la dieta.
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Figura 19: Ganancia de peso en ratas hembras antes de la cruza. En el histograma se muestra la
ganancia de peso promedio semanal en las 6 semanas previas a la cruza; las barras claras
corresponden al grupo CO vy las barras obscuras al grupo MH. Se puede observar que en las
primeras dos semanas el grupo MH presenta una mayor ganancia de peso que el grupo CO, segun
la prueba de t de Student, * denotan p< 0.05, n=7. Los datos estan expresados en gramos y se
muestran promedios * ee.

11.1.2.3. Niveles de glucosa en sangre y PTG

Se evaluaron los niveles basales de glucosa en sangre una vez a la
semana durente las 6 semanas previas a la cruza, se encontr6 una mayor
concentracion en el grupo MH de la semana 1 a la 6 con respecto a la

concentracion basal en la semana 0 (p< 0.05, n=7), tambien se observa que hay
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una mayor concentracion de glucosa en el grupo MH con respecto al grupo CO

(p< 0.05, n=7) de la semana 1 a la 6 (figura 20).
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Figura 20: Glucosa en sangre de ratas hembras antes de la cruza. En el histograma se muestra la
glucosa en concentraciones basales durante las 6 semanas previas a la cruza, las barras claras
corresponden al grupo con la dieta control (CO) y las barras oscuras corresponden al grupo
alimentado con la dieta hipercalérica (MH). Se muestra un aumento significativo en los niveles de
glucosa basal en el grupo MH de la semana 1 ala 6 segun la prueba de t de Student, * denotan p<
0.05, n=7.

Por otra parte, al termino de las 6 semanas de malnutriciéon del grupo MH se
realizé6 una PTG para ambos grupos, los cuales presentaron niveles similares en
los puntos temporales evaluados excepto al minuto 60 para el grupo MH, donde
se presenta un aumento significativo con respecto al grupo CO (p< 0.05, n=7), sin
embargo ambos grupos regresan a una concentracion similar a la basal al minuto

120 (figura 21).
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Figura 21: Prueba de tolerancia a la glucosa. La linea clara corresponde al grupo CO, la obscura
corresponde al grupo MH. Se observa que ambos grupos regresan a una concentracion similar a la
basal, aunque el grupo MH presenta un aumento significativo en el minuto 60 posterior a la
inyeccion de ip glucosa segun la prueba de Mann-Whitney, * denotan p< 0.05, n=4. Los datos se
muestran como mg/dL, se presenta el promedio + ee.

Para obtener una mejor evaluacion de la respuesta a la administracion de
glucosa se realizd el analisis del area bajo la curva, los valores promedio de las
areas bajo la curva en unidades relativas (UR) fueron 415.5 + 6.062 en CO y 520.8
+ 33.34 en los MH (figura 22), asi el area bajo la curva del grupo MH fue mayor

aunque ambos grupos regresaron a una concentracion similar a la basal (p< 0.05,

n=4). .
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Figura 23: Valores promedio de las areas bajo curva por grupo * ee. La barra clara corresponde al

grupo control y la barra oscura al grupo con malnutricién hipercalérica, * hace referencia a la
diferencia significativa entre ambos grupos (p< 0.05).
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11.1.3 Discusion

En el presente trabajo, llevo a cabo un protocolo de malnutricion
pregestacional (por seis semanas), durante la gestacion y la lactancia con una
dieta hipercaldrica con el objetivo de determinar las alteraciones en la produccion
y/o distribucion diaria de la glucosa, insulina y la leptina en la rata macho juvenil.

Se observé un aumento significativo en la ganancia de peso en las primeras
tres semanas previas a la cruza en el grupo malnutrido, esto podria estar
relacionado con el aumento en el consumo de alimento observado en este grupo
durante las primeras semanas (figuras 18 y 19), lo cual puede deberse a la
exposicidon a la dieta nueva, ya que la homeostasis energética requiere un tiempo
para regresar al valor basal del control de la ingesta de alimentos en mamiferos
(Alemany, 1989), la ingesta de energética puede ser alterada, cuando se expone
al organismo a una dieta de cafeteria (alta en grasas), ya que las dietas ricas en
energia son altamente palatables (Schutz et al., 1989).

El SNC mediante sefiales centrales y periféricas refleja la disponibilidad de
energia, regulando de esta manera entre otros aspectos el peso corporal (Benoit
et al, 2009). Se ha demostrado que tanto en roedores como humanos expuestos a
dietas hipercaloricas, se presenta un desajuste en este mecanismo controlador del
peso corporal. Los efectos sobre el peso corporal se han atribuido a una mayor
disponibilidad de energia, superando la capacidad de la rata para agotar éste
exceso a través de la termogénesis sin embargo, la adaptacion a esta dieta reduce
su consumo (Rothwell y Stock, 1982), Cabe mencionar que tanto la edad como la
duracion de la dieta son factores importantes para la regulacion del metabolismo,

la ganancia de peso, asi como la presencia de hiperfagia, o aumento en el
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consumo normal de alimento cuando las ratas son expuestas a la ingesta de una
dieta de cafeteria (Shafat, et al., 2008).

Previamente se ha demostrado que una exposicion por periodos largos a
una dieta de cafeteria en ratas produce una tendencia a ingerir menor cantidad de
alimento y cambiar su preferencia a ciertos alimentos (Hoefel et al., 2011). Los
resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los reportados por Esteve et
al (1994), en donde se encontré que después de exponer durante 15 dias
consecutivos a una dieta de cafeteria el consumo de la dieta aumentd
gradualmente (alimentado con una dieta Purina Lab Chow). La densidad baja de
proteinas en la dieta de cafeteria (Esteve et al., 1993) puede también contribuir al
aumento de la ingesta de alimentos, compensando la baja disponibilidad de dichas
proteinas (Castell et al, 1986).

El consumo de una alimentacién con alto contenido calérico se ha asociado
con el sobrepeso y la obesidad y esto a su vez con el aumento de la prevalencia
de otras enfermedades cronicas. La obesidad es el principal factor de riesgo para
el desarrollo de la resistencia a la insulina (RI) y la diabetes mellitus tipo Il, se ha
demostrado que la asociacion de la obesidad con una dieta alta en grasas y
calorias es causada por el consumo excesivo Yy no por la composicion de la dieta
(Woods et al, 2003).

En el presente estudio se observd que a partir de la segunda semana de
exposicion a la malnutricion, el grupo MH presenta concentraciones de glucosa en
sangre significativamente mayores en condiciones de ayuno, la PTG demostré una
mayor area bajo la curva para el MH, corroborando los resultados anteriormente

publicados para la rata (Akiyama et al, 1996).
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Se ha sugerido que los niveles altos de grasa en la dieta aumentan el
consumo de energia, la grasa corporal y la resistencia a la insulina (Maegawa et
al, 1986). Estos datos muestran que las madres alimentadas con una dieta
hipercaldrica presentan alteraciones en la produccion de glucosa, ya se ha
demostrado que tras la alimentacion con una dieta hipercalédrica, la rata presenta
un aumento de la sintesis de glucégeno en higado, asi como este tipo de dieta
estd asociada con la presencia de hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa
(Hoefel et al, 2011), lo cual podria indicar una intolerancia a la insulina, una
afeccidn en el pancreas, asi como un posible efecto en el pancreas y resistencia a

la insulina en la descendencia de nuestros grupos con malnutricion perinatal.
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11.2. Corticosterona como indice de estrés

Los glucocorticoides naturales son hormonas que se liberan en la corteza
de las glandulas suprarrenales en respuesta a la a activacién del eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), regulan el metabolismo intermediario de los
carbohidratos, el catabolismo de proteinas, respuestas inmunitarias y la
inflamacion, entre estas hormonas se encuentra el cortisol (para los humanos)
corticosterona (en roedores), la cual se libera en respuesta al estrés, tienen
diversos efectos metabdlicos y cardiovasculares que aseguran la supervivencia a
través de periodos de adversidad (Spiers et al, 2015; Mendoza, 2008; Vegiopoulos
and Herzig, 2007).

En situaciones de estrés, se requieren mayores concentraciones de glucosa
en sangre para responder a la crisis, la secrecion de glucagébn aumenta mientras
que la insulina disminuye. También se aumenta la excitabilidad neuronal mediante
la mejora de la neurotransmision glutamatérgica (Shyti et al, 2015).

En animales de experimentacion las concentraciones aumentan en
respuesta a la fisiologia y tensiones psicolégicas de origen ambiental,
incluyendo el exceso de luz y/o calor, la restriccidon fisica, infeccién y la
restriccion caldricas y proteinicas de la dieta, asi como tensiones
ambientales y en la determinacion intrauterina (Ward y Weisz, 1984;
Montano et al., 1991; Lesage et al, 2001; Asiaei et al, 2011; Belkacemi et al,

2011; Cottrell et al, 2012).

En el presente trabajo se llevdé a cabo la evaluacidn de la concentracion

plasmatica de corticosterona en cada punto temporal en que se evaluaron las

concentraciones plasmaticas de glucosa, insulina y leptina, en la figura 17 se
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observa que no hay diferencia entre los niveles secretados en el grupo CO vy el
grupo MHp en ninguno de los 6 puntos temporales evaluados sin el ajuste de
Cosinor. Al evaluar los datos con el ajuste de Cosinor, se encontr6 que ambos
grupos presentan un periodo de 24 horas, aunque el MHp presenta un adelanto de
fase, y una disminucion en la amplitud (tabla 4, figura 23), indicando un adelanto
en la expresion del ritmo diario de las rata macho con malnutricion hipercaldrica
perinatal respecto a los CO.

Tabla IV: Valores obtenidos del ajuste de Cosinor para el perfil diario de

Corticosterona.
Los * indican los perfiles que tuvieron un ajuste significativo (p < 0.05).

Parametro Condicién | Periodo Amplitud Acrofase Mesor % de valor

Ritmicidad deP

Corticosterona co 24* 214.90 21.76 214.90 18.12 <0.05

(nmoliL) MHp 24* 213.33 19.09 213.33 40.88 <0.05

Figura 23: Niveles de corticosterona en plasma (como indicador de estrés). La linea roja
corresponde al grupo CO, la linea azul corresponde al grupo MHp con ajuste de Cosinor, se
observa un adelanto en la acrofase del grupo MHp, los datos se muestran como promedio + ee, el
area sombreada indica escotofase, el area sin sombrear a la fotofase.
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11.2.1 Discusion

En el presente trabajo se observa que las concentraciones plasmaticas de
corticosterona presentan una distribucidon diaria significativa para ambos grupos
(figura 23). Esta hormona esta relacionada con el estrés (Shyti et al, 2014) y
estimula la gluconeogénesis durante la hipoglucemia (Cryer, 1993).

En animales expuestos a una dieta perinatal alta en grasas se mostré una
alteracion en los receptores de corticosteroides, en regiones limbicas tales como
el hipocampo y la amigdala, las cuales estan involucradas en proceso de atencion,
ansiedad y estrés (Vazquez, 1998; Welber and Seckl, 2001, Brunton, 2010),
también se sabe que en el sindrome metabdlico, la actividad de los
glucocorticoides se aumenta, pero los niveles circulantes muestran poco cambio
(Romero et al., 2013). En la obesidad y la diabetes, la corticosterona suele mostrar
niveles séricos circulantes normales (Hautenen et al, 1997), lo cual concuerda con
los resultados observados en el presente estudio, ya que se observan niveles
plasmaticos similares en ambos grupos (figura 17), pero con una distribucion
temporal diaria diferente (figura 23), lo cual podria estar relacionado con un
desajuste en los osciladores periféricos como la glandula suprarrenal, por lo cual

se propone estudiar este aspecto en el futuro.
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11.3. El reloj molecular en mamiferos

Los ritmos circadianos estan dados por variaciones en la expresion del
mecanismo molecular en el reloj central (NSQ), generando un ritmo que ocurren
en un periodo cercano a un dia (circa: cercano, diem: dia), que tiene influencias a
nivel fisiolégico y conductual, cuando los organismos se mantienen en condiciones
constantes, los ritmos circadianos discurren en curso libre con un periodo
ligeramente diferente a 24 horas. La presencia de estas oscilaciones circadianos
permite a los organismos poder anticiparse a cambios externos por ejemplo
adaptandose y anticipando su metabolismo (Gémez-Abellan et al, 2011; Kalsbeek
et al, 2014).

El mecanismo molecular que regula y mantiene la ritmicidad circadiana se
basa en un complejo programa de expresion génica que activa o reprime su propia
expresion. Es un complejo formado por un bucle de retroalimentaciéon
transcripcional negativo, que involucra cambios en la concentracion, localizacion
subcelular, modificaciones postraduccionales (fosforilacion, acetilacion, vy
desacetilacion) y retraso entre transcripcion y traduccion.

Los elementos positivos, Clock y Bmal son factores de transcripcion
formando el heterodimero que actua como reguladores de la expresion génica
activando a su vez la expresion de los reguladores negativos de la expresion de
genes circadianos: familia Criptocromo (Cry?1 y Cry2) y la familia periodo (Per1,
Per2, Per3) (Froy, 2010).

CRY y PER son proteinas que inhiben su propia expresion, asi como la

expresion de otros genes reloj. REV-ERBa, es un receptor nuclear que regula el
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metabolismo de lipidos, la adipogénesis, Rora (Receptor a huérfano relacionado
con el receptor de acido retinoico), este par de receptores nucleares participan en
la regulacién de la expresién de Bmal1, inhibiendo o activando su transcripcion
respectivamente (figura 24) (Kalsbeek et al, 2014).

Para iniciar un nuevo ciclo de transcripcion, se reprime el complejo PER y
CRY por degradacion proteolitica, CLOCK y BMAL comienzan de nuevo. Esta
maquinaria molecular es capaz de generar patrones ritmicos de expresion de
genes con un periodo aproximadamente de 24 horas (Gémez-Abellan et al.,

2011).

Citoplasma \\\

TN Nicleo » >

Figura 24: Mecanismo central del reloj molecular de mamiferos, Los elementos positivos CLOCK 'y
BMAL1 heteromerizan en el citoplasma, formando un complejo proteico, el heterodimero se
transloca al nucleo y se une sobre el promotor de determinados genes (Per1, Per2, Per3, Cry1,
Cry2, Reverb,, Ror, y muchos genes controlados por el reloj) controlando su expresion. Lineas
solidas: estimulacion. Lineas punteadas: inhibicion (Gémez-Abellan et al, 2011)
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