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Resumen

Introduccion. El exceso de nutricibn temprana influye en la generacion de
trastornos metabdlicos y enfermedades crénicas degenerativas como la obesidad,
el sindrome metabdlico, la Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y enfermedades
cardiovasculares. Existen reportes de alteracion del apetito y la saciedad en etapa
adulta en modelos animales con sobrenutricion temprana (ST).

Objetivo. Analizar el efecto a corto plazo de la ST sobre el transcriptoma del tejido
adiposo y el hipotdlamo. En particular, analizar las vias metabdlicas relacionadas
con la regulacion de los procesos de hambre, la saciedad e inflamacion.
Materiales y métodos. El modelo de ST en ratas Wistar se realizO mediante
reduccion de crias desde el dia 3 hasta el dia 21 de vida. Se generaron un grupo
control (n = 5) y un grupo tratamiento (n = 5), con ratas macho. El transcritoma se
analiz6 mediante hibridacion de microarreglos de expresion (Ratgene ST 2.0,
Affymetrix®), con una cobertura de 28,407 transcripciones. El andlisis de vias se
realizd con el programa Ingenuity Pathway Analysis (IPA). El analisis estadistico
se realiz6 en el software estadistico R, el andlisis estadistico de los parametros
fenotipicos y bioquimicos fueron analizados en GraphPad Prism software 6® se
aplico la t de Student con p <0,05.

Resultados. Los datos obtenidos muestran sobrepeso en el grupo de tratamiento,
concentracion elevada de triglicéridos y glucosa en suero, pero los niveles de
colesterol no presentan cambios. El andlisis del transcriptoma en el hipotalamo
mostré 226 transcripciones desregulados de los cuales 98 son transcritos sub
expresados y 128 sobre-expresados con un corte del log fold channge de 1.5.
Ademas. Por otro lado, el transcriptoma de tejido adiposo mostré 161 transcritos
desregulados, de los cuales 61 estan sobre-expresados y 100 con sub expresion.
En analisis vias en hipotalmo mostrd alteraciones en la inflamacion, metabolismo
de lipidos y ritmos circadianos. Las vias alteradas en el tejido adiposo se
asociadas con inflamacién, trastorno del metabolismo de los lipidos e hiper
leptinemia. Conclusién. Se demuestra por primera vez los efectos de la ST en los
transcriptomas de hipotalamo y adiposo de tejido a 21 dias con repercusion morfo-
funcionales. La ST genera resistencia a la insulina y la dislipidemia. Algunos de los
transcritos expresados diferencialmente controlan circuitos neuronales que estan
implicados en el control de los ritmos circadianos en hipotadlamo y la regulacién
endocrina (vias de leptina), esto es una evidencia de que la ST genera cambios en
la regulacién metabdlica del hipotalamo y en el tejido adiposo con repercusion
sistémica.



Abstract

Introduction. The hypercaloric nutrition is highly associated with metabolic
syndrome, diabetes mellitus type 2 and cardiovascular diseases. The postnatal
overnutrition (PON) influences the generation of metabolic disorders such as
obesity and dyslipidemia. Recent reports in animal models with hypercaloric diet
show changes in the concentration of peptides that regulate the activation or
inhibition of neurons that induced behaviors of appetite and satiety, resulting in
hyperfagia after treatment.

Objetives. Analyze the short-term effect of the PON in the hypothalamus and
adipose tissue transcriptome. Particularly analyze metabolic pathways related to
the regulation of the processes of hunger, satiety and inflammation.

Materials and methods. Overnutrition model in Wistar rats by overlactation from
day 3 to day 21 of life by litter size reduction method using pup male was
generated; control (n = 5) and overnutrition (n = 5). Transcritome was analyzed by
microarrays of expression technology (Ratgene ST 2.2, Affymetrix®), with a
coverage of 28,407 transcripts. The pathway analysis was performed with the
Ingenuity Pathway Analysis software (IPA). Bioinformatic analysis was performed
on the R statistical software, statistical analysis for phenotypic and biochemical
parameters were analyzed in Graphpad Prism 6® software was applied Student t
with p < 0.05.

Results. The data obtained shows overweight in treatment group, also high
concentration of triglycerides and glucose serum, but cholesterol levels unchanged
between. Transcriptome analysis in hypothalamus showed 226 deregulated
transcripts of which 98 are under-expressed transcripts and 128 overexpressed
with a cutoff of fold change (Log fold change) of 1.5 were found. Furthermore the
adipose tissue transcriptome showed 161 deregulated transcripts of which 61 are
overexpressed and 100 with underexpression. In hypothalamus vias analysis
showed alterations in inflammation, circadian rhythms an leptin resitance. The
desregulated vias in adipose tissue was associated to imflammation, disorder of
lipid metabolism and hyperleptinemia.

Conclusion. Early postnatal overnutrition generates insulin resistance and
dyslipidemia. We show for the first time the effects of early postnatal overnutrition
in the hypothalamus and adipose tissue transcriptomes to 21 days. Some of
differentially expressed transcripts controls neuronal circuits involving the
hypothalamus control circadian rhythms and endocrine regulation (leptin vias), this
is an evidence of metabolic disruption in hypothalamus and adipose tissue.



Introduccion

Actualmente las enfermedades metabdlicas presentan una prevalencia elevada
con respecto a décadas anteriores. Estas enfermedades como la resistencia a la
insulina, dislipidemia u obesidad, aunado a un estilo de vida sedentario, consumo
de alimento hipercalérico y alteraciones genéticas las cuales promueven el
desarrollo y la progresion de enfermedades complejas como el sindrome
metabdlico, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), hipertensién arterial y ateroesclerosis
[1, 2]. Los padecimientos y enfermedades mencionadas disminuyen la calidad de
vida y generan un problema de salud publica que capta una buena parte del
presupuesto del sector salud en nuestro pais. La presencia de dichas trastornos
tienen como consecuencia principal el desarrollo de enfermedades vasculares
oclusivas que tienden a comprometer la fisiologia del sistema circulatorio y la vida

de quienes las padece [3].

En los ultimos afios se ha reportado una relacién entre alteraciones en hipotalamo
y el tejido adiposo con los padecimientos metabdlicos ligados a la dieta y el
sedentarismo, principalmente por desordenes conductuales asociados a hiperfagia
y desordenes enddcrinos [4]. El tejido adiposo y el hipotalamo son estructuras
consideradas como reguladores maestros de la homeostasis energética, que
incluyen la regulacién del apetito y la saciedad, donde radica su principal rol [5-11].
La perturbacién en estos oOrganos derivados de estimulos exdgenos puede
provocar el desarrollo de enfermedades metabdlicas. Entre los factores primarios
gue alteran estos tejidos se encuentran los estilos de vida obesogénico-
sedentarios y los polimorfismos en genes relacionados a las rutas metabolicas de

carbohidratos y lipidos [12].

El sistema nervioso central es el centro de regulacién y la red de comunicaciones
del organismo. En los humanos el hipotalamo presenta esencialmente tres

funciones integrales: a) sensorial, b) motora y c) conductual [13]. La primera



funcién es conjuntar y evaluar, la informacion aferente y eferente del organismo
con lo que se genera nueva informacion del entorno, de esta manera, se detecta
las condiciones del propio cuerpo y del medio externo [12]. La segunda funcion es
de respuesta y se deriva de la evaluacion de la informacion percibida, de tal forma
que, se genera una respuesta en forma de movimientos 0 secreciones
glandulares. En tercer lugar, la funcién conductual es principalmente dirigida por el
hipotalamo (como la conducta sexual y conductas de estrés) [14].

Hipotalamo

El cerebro es un 6rgano muy importante en la regulaciéon de metabolismo y del
peso corporal. Una region neuroanatdomica crucial en la homeostasis es el
hipotalamo. Este se sitlia en el diencéfalo que recibe informacién del tallo cerebral,
dicha informacion proviene de vias aferentes del medio externo por medio de los
organos sensoriales como el gusto, oido, olfato, sensaciones sométicas, incluso
impulsos viscerales. Las funciones principales del hipotalamo son: regulacion e
integracion de informacion del sistema nervioso autbnomo mediante impulsos
sensoriales, conducta, temperatura corporal, pH sanguineo, apetito y saciedad
[15].

Estructura y funcion del hiptalamo

El hipotdlamo presenta diferentes tipos celulares como tanicitos, células
ependimales, astrocitos, oligodendrocitos, células de la microglia y diferentes
fenotipos de neuronas. La estructura del hipotalamo se divide en tres regiones las
cuales son anterior, tuberal y posterior, estas estan compuestas de la siguiente

manera:

Anterior:  Nucleo preéptico medio, nucleo supraquiasmatico, nucleo
paraventricular, nacleo hipotaldmico anterior y nucleo supradéptico. Las principales
funciones reguladas por esta zona son el crecimiento, dimorfismo sexual, ciclos

circadianos, sed y dolor. Ademas, se liberan en estos nucleos vasopresina,
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oxitocina, GnRH, hormona liberadora de tirotropina, hormona liberadora de

corticotropina y somatostatina.

e Tuberal: Nucleo dorsomedial, nucleo ventromedial, ndcleo arqueado, nucleo
lateral y nucleo latero-tuberal. Estos nucleos regulan la saciedad, presion
sanguinea, ritmos circadianos, hambre, inhibicién de prolactina medida por

dopamina y liberacion primaria de orexinas.

e Posterior: nucleos mamilarios, nucleo posterior, nucleo lateral y
tuberomamilar. las funciones relacionadas a estos ndcleos son: memoria,

dilatacion de pupilas, despertar, estado de alerta, aprendizaje y suefio.

Area dorsal hipotalamica Ndcleo hipotaldmico posterior

Nucleo paraventricular }'! Nicleo dorsomedial
— ‘1‘
Z

Area hipotaldmica anterior Nucleo ventromedial

\ Nucleo premamilario

ez 1 Nicleo mamilario medio
Nucleo mamilario lateral

Area predptica
Nucleo supradptico
Nucleo supraquiasmatico A’A

Nucleo arqueado /::f' Cuerpo mamilar
Quiasma 6ptico ‘
Eminencia media / )
Tercer ventriculo

Arteria hipofisaria superior Tracto hipotalamo-hipofisis

Vaso hipofisario portal

Lébulo anterior Lébulo posterior

Glandula pituitaria

Figura 1. Esquema general del hipotalamo humano tomado de Rhodes [16]

En general el tejido hipotalamico presenta diversas regiones importantes que se
comunican con la hipdfisis y otras estructuras cerebrales, por ejemplo el nucleo
paraventricular contiene neuronas que producen la liberacion de hormonas a
neuronas motoras simpaticas o parasimpaticas del tronco cerebral. Otras regiones

como la zona lateral del hipotdlamo y el nucleo dorsomedial contienen

5



interconexiones de neuronas de diferentes zonas cerebrales incluyendo el mismo

hipotalamo y corteza cerebral [11].

La informacion de entrada al hipotdlamo se da a través de 6rganos sensoriales y
es analizada en el nucleo supraquiasmatico, el cual promueve liberacion de
hormonas que estimulan a los tejidos para cumplir necesidades fisioldgicas
requeridas en periodos de noche y dia. En este sentido, la interconexion neuronal
permite la modulacién y respuesta a partir de informacion sensorial aferente
periférica. Lo anterior muestra que la respuesta diferencial entre los nudcleos

hipotalamicos permite llevar a cabo las tareas para mantener la homeostasis [17].

Otra forma por la cual el hipotalamo recibe informacion es a través de la barrera
hematoencefélica. Esto es debido a que en dicha barrera en la zona de la
eminencia media presentan fenestraciones en el endotelio, lo que permite un
menor filtro para sustancias provenientes de la sangre periférica. Un nucleo
hipotalamico cercano es el ndcleo arqueado el cual regula las conductas de
hambre y saciedad, ademas, las neuronas de este nulcleo presentan receptores a
un gran numero de moléculas como citocina, leptina, triglicéridos, glucosa y

adiponectina [13].

Estructura y funcion del tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco esta compuesto por adipocitos, preadipocitos, células
endoteliales, fibroblastos, macréfagos, linfocitos y células mesenquimales
principalmente. Este conjunto celular estd envuelto en una matriz de fibras de
colagenas y elastina. Los adipocitos se caracterizan por que contienen depdsitos
de lipidos de forma unilocular que empujan al nucleo celular y otros componentes
del citoplasma hacia una orilla de la membrana celular. La masa del tejido adiposo
es muy variable entre individuos y conforma entre el 5% y 60% de la masa total
corporal de un individuo. El tejido adiposo blanco se encuentra distribuido en

depdsitos subcutaneos y depdsitos viscerales. Los depoésitos subcutaneos se



encuentran en la region abdominal, femoral y del gliteo, mientras que, los
depodsitos viscerales se encuentran en la regibn abdominal, omental vy
mesentérica. El tejido adiposo subcutaneo representa ~80% del tejido adiposo
total, sin embargo, el tejido adiposo visceral representa una carga de riesgo
metabdlico, a diferencia del tejido subcutaneo se considera relativamente benigno
[18].

El tejido adiposo blanco regula el flujo de triglicéridos en periodos postprandiales y
de ayuno. Asi también, produce adipocinas que son sefiales enddcrinas con
importante funcién sistémica, por ejemplo, leptina, adiponectina, resistina, TNF-q,

interleucina 6, 10, y 18 principalmente.

El tejido adiposo deriva del tejido conectivo areolar laxo y su unidad fundamental
son los adipocitos, estos son células que se especializan en el almacenamiento y
disponibilidad de lipidos corporales. Existen tres tipos de tejido adiposo marrén y
blanco. El tejido adiposo blanco representa la unidad fisiologica del tejido, mientras
que el tejido pardo se restringe principalmente al estado neonatal y el tejido beige
se considera facultativo por su capacidad de transformarse de tejido adiposo
blanco en tejido adiposo. El tejido adiposo marrén debe su color a un numero
elevado de mitocondrias y su funcion principal es la de generar calor. El tejido
adiposo esta compuesto por preadipocitos, adipocitos, macréfagos, células
endoteliales, fibroblastos y leucocitos; la produccion de sustancias efectoras y
moduladoras le confiere al tejido un importante rol en el control del metabolismo
[18].

Con el descubrimiento de la leptina, el interés en la investigacion del tejido adiposo
se incrementd de tal forma que hoy en dia se conocen multiples sustancias
secretadas por las células del tejido que influyen en diversos procesos como la
regulacion del apetito, la regulacién de la respuesta inflamatoria, regulaciéon de
termogénesis y de la sensibilidad a la insulina a través de la interaccién con otros

tejidos. Estas sustancias mediadoras producidas por el tejido adiposo son
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denominadas adipocinas las cuales son consideradas “hormonas” debido a su
efecto en otros tejidos. Entre las adipocinas mas estudiadas se encuentran la
adiponectina, leptina, resistina, visfatina, apelina, vaspina, hepticidina, factor de
necrosis tumoral, quimerina, omentina, proteina quimio atrayente de monocitos y

proteina activadora de plasmindgeno [19, 20].

A través del deposito de lipidos los mamiferos aseguran una fuente de energia en
situaciones ambientales adversas mediante la liberacion de los acidos grasos.
Este proceso es modulado por la comunicacion compleja entre el hipotalamo vy el
tejido adiposo que forma una red de sefializaciones que depende de los efectos de
las adipocinas y los acidos grasos liberados por el tejido adiposo sobre el

hipotadlamo, ademas de la informacion aferente de érganos sensoriales.

Las adipocinas, acidos grasos e informacion de 6rganos sensoriales entrante es
captada por un grupo de neuronas orexigénicas (NPY/agRP) y neuronas
anorexigénicas (POMC) pertenecientes al nucleo arqueado hipotalamico, lo que

modula la ingesta de alimento, mediante el nervio vago y otros nervios simpaticos

[8].

Comunicacion entre hipotalamo y tejido adiposo

La comunicacion entre estos tejidos es importante debido a los procesos
energéticos que ambos tejidos regulan. Para dicha comunicacidén es necesaria la
interaccion de multiples neuropéptidos orexigénicos como el neuropéptido Y, la
proteina agouti, asi también, los anorexigénicos como pro-opiomelacortina, el
transcrito regulado por anfetaminas, la cocaina, y ghrelina. En este sentido,
existen otras moléculas reguladoras como las hormonas secretadas por el tejido
adiposo de las cuales la leptina, TNF-a e interleucinas generan comunicacion
directa con el hipotdlamo. Debido a estas sustancias efectoras, el tejido adiposo es
biolégicamente activo y engloba un amplio rango de funciones enddcrinas y

metabdlicas. Ademas los acidos grasos liberados por los adipocitos brindan la



principal fuente de energia en el ayuno, lo que mantiene equilibrio de sustratos

energeéticos [8].

Los efectos del eje hipotdlamo-tejido adiposo son pleiotrépicos en tejido muscular,
adiposo, endotelio, musculo cardiaco, masculo visceral, tejido neuronal y hepatico.
Sin embargo, la desregulacion en este eje provoca alteraciones que afectan rutas
metabdlicas como gluconeogénesis, glucogenogénesis, glucdlisis, lipdlisis y B-
oxidacion. Una posible causa se debe a alteraciones de moléculas clave, tal es el
caso de la cinasa de adenosina monofosfato (AMPK por su siglas en inglés) la
cual controla la homeostasis energética en todas las células. Sin embargo no se
conocen a detalle todos los mecanismos involucrados en su desregulacion, en

particular el efecto de la sobrenutricibn temprana [21].

En los ultimos 10 afios se ha descrito la inervacion del sistema nervioso simpatico
y parasimpatico sobre el parénquima del tejido adiposo de tipo preganglionar.
Otros trabajos reportan la inervacion parasimpatica. Recientemente se ha
reportado actividad simpética en el tejido adiposo en respuesta a la privacion de
alimento [12].

Hiperfagia

La hiperfagia es considera una conducta caracterizada por el incremento en el
consumo de alimento, lo que conlleva generalmente a desarrollar obesidad,
dislipidemia, presion arterial elevada y resistencia a la insulina de forma
persistente en edad adulta. Se piensa que la hiperfagia es una alteracion central e
iniciadora de enfermedades metabdlicas. A su vez, la persistencia de estas
enfermedades metabdlicas generan estrés celular como la lipotoxicidad,
glucotoxicidad, estrés oxidativo y estrés del reticulo endoplasmico (en diferentes
tejidos) los cuales son estrechamente relacionados con la generacion de

enfermedades cronico degenerativas que disminuyen la calidad de vida y



aumentan el riesgo cardiovascular como el sindrome metabdlico, DMT2 vy

ateroesclerosis [22, 23].

Sobrenutricién

La sobrenutricion hipercaldrica esta altamente asociada con alteraciones en
hipotalamo y tejido adiposo debido a un exceso en el aporte de macronutrientes
energéticos. El exceso de ingesta puede conllevar a generar obesidad y
alteraciones metabdlicas. A su vez dichas alteraciones en los tejidos anteriormente
mencionados han sido reportadas en enfermedades cronicas degenerativas como

la dislipidemia, la resistencia a la leptina e insulina [2, 23-26].

La obesidad infantil se encuentra relacionada con la sobrenutricion hipercal6rica
en etapa de lactancia y consumo de leche de formula, aunque no se encuentra
bien documentada las caracteristicas de la sobrenutricién en etapa de lactancia y

tampoco sus efectos a corto y largo plazo [2, 23-26].

Programaciéon metabdlica

La programacion metabdlica es la respuesta celular a un ambiente adverso que
establece en el organismo en un tiempo relativamente mediano o largo. Por
ejemplo, la programacion fetal (relacionada con enfermedades metabdlicas) es la
respuesta fisiolégica a un ambiente intrauterino y ésta respuesta puede
permanecer hasta la vida adulta. Sin embargo, la programacion metabdlica
establecida en la etapa fetal aumenta la probabilidad de que un individuo genere
en la vida adulta enfermedades cronicas degenerativas que disminuyen la calidad
y esperanza de vida para el individuo. Los mecanismos por los cuales se genera
una programacion metabdlica son principalmente de caracter epigenético y no han

sido bien caracterizados [4].
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Antecedentes

* En 2003 Se reportd alteraciones metabdlicas en nifios alimentados por madres
obesas [27].

* En 2013 se estudié en un grupo piloto de nifios con obesidad edad preescolar
de acuerdo a sus caracteristicas metabolicas los predisponen a padecer

enfermedades cronicas [28].

« En 2013 se describen distintos trastornos metabdlicos asociados a dafio en
diferentes 6rganos (tejido adiposo, corazén, rifion, higado, hipotdlamo, etc) en

un modelo de sobrenutricion con rata Wistar [29].

* En 2014 se estudi6 el dafio a largo plazo generado por una sobrenutricién

temprana en ratas Wistar [30].

* Por ultimo, en 2015 se reportd el efecto de las sobrenutricion temprana en el

perfil de lipidos y resistencia a la insulina similares a sindrome metabdlico [31].
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Objetivos

Objetivo General

e Evaluar el efecto a corto plazo de la sobrenutricion temprana en el transcriptoma

de hipotalamo y tejido adiposo en ratas Wistar macho.

Objetivos particulares

e Comparar los cambios bioquimicos y fenotipicos a corto plazo inducidos por
la sobrenutricién temprana en ratas Wistar.

e Identificar diferencias de expresion gendmica inducidas por la
sobrenutricién temprana en hipotadlamo y tejido adiposo en ratas Wistar.

e Distinguir mediante herramientas bioinformaticas las rutas metabdlicas

desreguladas.

12



Justificacion y planteamiento del problema.

La alteracion del tejido adiposo e hipotalamo pueden provocar desordenes
endocrinos y generan conductas de hiperfagia. Actualmente alteraciones como el
sindrome metabdlico y la DMT2 han sido asociadas fuertemente con un elevado
consumo de alimento hipercaldrico. México tiene una prevalencias mas elevada de
obesidad, DMT2 y enfermedades cardiovasculares en nifios y adultos en
comparacion al resto del mundo. Por otro lado las enfermedades vasculares y sus
complicaciones comprometen la calidad de vida y aumentan la mortalidad
generando un importante problema de salud para el pais. Por tanto, el presente
trabajo pretende indagar los efectos de una sobrenutricion en etapas tempranas
del desarrollo.
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Hipotesis

La sobrenutricion temprana genera hiperfagia y obesidad a corto plazo. La
respuesta sistémica a dicho estimulo genera alteraciones en la bioquimica
sanguinea y diversos tejidos del organismo. Dicha respuesta esta orquestada por
el transcriptoma del hipotadlamo vy tejido adiposo a corto plazo. Los cambios en en
el transcriptoma de dichos tejidos durante la sobrenutricion temprana se generan
en vias metabodlicas energéticas, respuesta inmunoldgica, proliferacion vy

neurofisiolégicas (hipotalamo).
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Metodologia

Modelo animal

Para estudiar los efectos de la sobrenutricibn temprana se utiliz6 el modelo
experimental de “sobrenutricién postnatal mediante reduccion de crias”, el cual fue
revisado y aceptado por el Comité de Etica del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados (CINVESTAV sede sur), con el numero de protocolo 461. La
manipulacion de animales se llevo a cabo de acuerdo a la NOM-062-ZO0-1999.
Para llevar a cabo el tratamiento de sobrenutricion y generar un estudio de
contraste, se generaron 2 grupos de ratas Wistar, el primero con sobrenutricion y
el segundo fue un grupo control. Para generar el grupo de sobrenutricién se redujo
el niumero de camada a 4 crias macho por camada en el dia 3 de vida. Para
generar el grupo control, las camadas se estandarizan a un ndmero de 10 crias
por camada. El tratamiento duré hasta el dia 21 de vida de las crias y
posteriormente fueron sacrificadas por el procedimiento de decapitacion, el cual

facilita la obtencion de sangre [32, 33].

Obtencién de sangre periférica y suero

Tras la decapitacion se colecté la sangre total del los vasos seccionados en el
cuello en un tubo para centrifuga. Después de unos minutos se formoé un coagulo
en el tubo que fue removido lentamente y se centrifugd con una mircocentrifuga

Eppendorf®.a 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Obtencion de tejidos y almacenamiento de muestras bioldgicas

Se procedié a la obtencion del hipotalamo y el tejido adiposo mediante extraccién
quirdrgica, inmediatamente se pesaron los tejidos en cuestion, se colocaron dentro
de tubos para microcentrifuga y se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido el
tiempo de duracion de cada sacrificio fue de entre 6 y 9 minutos. Las muestras
bioldgicas fueron almacenadas posteriormente a -80°C hasta el procedimiento de
extraccion de RNA.

El suero obtenido junto con las muestras también se almacend en microtubos de

polipropileno de 600 microlitros con etiquetas especificas respectivamente,
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congeladas en nitrégeno liquido y los tubos se almacenaron a -80°C hasta su
procesamiento. Posteriormente se utilizé una fraccion del suero para cuantificar
triglicéridos, colesterol total, glucosa y leptina, mientras que, los tejidos hipotdlamo
y tejido adiposo fueron tratados con Trizol® para extraer el ARN gendmico de alta

calidad.

Extraccién de ARN

La extraccion de ARN se obtuvo con el reactivo de de Trizol® (Invitrogen) que

permite extraer y purificar ARN gendmico a partir de tejido sélido. Este método se

basa en la desnaturalizaciéon de proteinas facilitando la lisis celular mecéanica y

mantiene estable el ARN, siguiendo los siguientes pasos.

1. Homogenizacion. Se agregé ~100 mg de tejido adiposo o hipotalamo en 1

ml de trizol y se homogenizo el tejido con un politrén® (se trabajé sobre
hielo).

Se agregaron 200ul de cloroformo a la mezcla y se homogenizé

suavemente con la mano.

La mezcla fue centrifugada a 12000 g durante 15 minutos a 4°C.

Se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo (fase acuosa).
Posteriormente se agregaron 500 pl de isopropanol (-20°C). La mezcla se
incub6 10 minutos, y se precipitd toda la noche a -20°C.

2. Lavado. Se centrifug6 a 12000 g durante 15 minutos a 4°C.
Se removio el sobrenadante y se lavo la pastilla con 1 ml de alcohol al 75%.
Se centrifugd la mezcla a 7500 g durante 10 minutos a 4°C. Se repitio este

paso 2 veces Y el ultimo lavado se utilizé alcohol absoluto.

3. Resuspension. La pastilla obtenida en el ultimo lavado se dejo secar (no
completamente).
La pastilla parcialmente seca se resuspendio en agua libre de ARNsas.

Se colocé la muestra en bafio maria durante 5 minutos.
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Las muestras fue analizada para determinar su concentracion y pureza en
un espectrofotdmetro NanoDrop® ND 1000 [34, 35].

Nota: Se realiz6 un segundo analisis de calidad obteniendo como calificacion el
namero de integridad del ARN y generando un analisis en Agilent® 2100 Expert
bioanalizador, este analizador examina la presencia de las fracciones de ARN

ribosomal.

Ensayo de hibridacién de microarreglos

Este procedimiento se llevo a cabo en la Unidad de Expresion del INMEGEN.

Esquema del ensayo de marcaje de blancos de la cadena sentido de transcritos
totales utilizando un GeneChip® Rat Gene 2.0 ST Array de Affymetrix® con

capacidad de analizar 28 407 transcritos [36].

1. Adicion de poli A. Se adicionaron colas de poli A en los extremos 3’ de
todos los transcritos. Ademas se adicionaron 4 controles de transcritos
especificos a 4 concentraciones (estos transcritos pertenecen a distintos

organismos).

2. Sintesis y amplificacion de todos los transcritos para generar cADN.
Primeramente se realizd un primer ciclo de sintesis de la primera cadena de
cADN, para ello se agregaron cebadores asociados con el promotor T7 (2

horas).

Se genero6 un primer ciclo de sintesis de cADN de la segunda cadena (2.5

horas).

Se generd un primer ciclo in vitro de transcripcion del cADN con nucleétidos

no marcados para generar cCARN (toda la noche).
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. Limpieza de las muestras. Se realizo limpieza de la cadena antisentido de
ARN o cARN (10 minutos).

. Sintesis y amplificacion de todos los transcritos para generar cADN. Se
realiz6 un segundo ciclo de sintesis de la primera cadena de cADN, para

ello se agregaron cebadores aleatorios dUTP (2 horas).

Posteriormente se llevo a cabo hidrdlisis del cARN (1 hora).

. Limpieza de las muestras. Se realizé limpieza de la cadena sentido de ADN
mediante la adicion de ARNsa H (10 minutos).

. Marcaje terminal de todos los transcritos. Se fragmentaron las cadenas de
ADN generando oligonucleétidos de 25 nucledtidos en promedio mediante
la adicion del complejo enziméatico UDG/APE1 (1.5 horas), el cual,
fragmenta y marca el ADN en un solo paso, usando una ADN glicosilasa
uracilo, una endonucleasa apurinica / apirimidinica para marcaje (1.5 horas,
tiempo de experimento) el ADN se utiliz6 una transferasa terminal que une
una biotina al extremo terminal (US 20070218478 Al).

. Hibridacién. La hibridacion se realizé vertiendo los fragmentos marcados de
ADN sobre la placa de silice de los microarreglos, junto con controles de

hibridacién, utilizando Genechip® Hybridization Oven 645 (16 horas).

. Lavado vy tincion de fragmentos marcados. Se agregaron 2 mezclas de
reactivos para generar un complejo biotina-estreptavidina y posteriormente
ser detectado por anticuerpos terciarios marcados con un fluoréforo (1.5

horas).
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9. Escaneo. El escaneo se realiz6 mediante la deteccion de fluorescencia de
la placa del microarreglo con un Genechip®Scanner 3000 7G (10-30

minutos).

Analisis de datos de la expresiéon genémica

Para este analisis se utilizaron las mediciones de las intensidades obtenidas del
escaneo de los microarreglos ordenadas en un archivo de extension “.CEL” (Estos
archivos contienen datos de las sondas hibridadas del micro arreglo de expresion).
Para la lectura de este archivo se utilizé el software “R” usando el paquete
“Oligobridados”. Se generaron histogramas de frecuencias que representan las
distribuciones de las intensidades emitidas por la hibridacion de cada grupo de
sondas, ademas se realizaron graficas de bigotes para representar las
distribuciones de frecuencias de éstas intensidades de cada arreglo. Para poder
hacer una andlisis comparativo se realiz6 una correccion de fondo y una
normalizacion de datos a través del promedio de multiarreglos robusto (o RMA del
inglés robust multi-array average). Para la correccion de fondo se utilizaron valores
de sondas perfectamente hibridadas (PM o perfect match). La normalizacién de
datos fue realizada a través de cuantiles, La estimacion de intensidades se realizé
con un andlisis de la mediana o cuantiles (median polish). Posteriormente se
realizd un histograma y una grafica de bigotes para analizar los datos

normalizados.

Posteriormente con el paquete “limma” de bioconductor se realizaron analisis
estadisticos (andlisis bayesiano y t de student). Los analisis estadisticos fueron
basados en una matriz de contraste experimental (grupo de sobrenutricidn vs
grupo control). Conforme a los promedios de intensidades para cada transcrito se
genero el logaritmo base 2 del valor de cambio de expresion 0 “log fold change”
(log fch). Se realiz6 una grafica de volcan para representar diferencias en los

transcritos por valor p y log fch.
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Para determinar los transcritos diferencialmente expresados se fij6 como puntos
de corte aquellos que presentaba un log fch> 1.5 y un valor p < 0.05, en el caso
del tejido de hipotalamo, y para el caso del tejido adiposo el punto de corte fijado
fue log fch> 2.0 y un valor p < 0.05. Las listas generadas fueron representadas en

graficas de tipo mapas de calor realizadas con el paquete “gplots” [37, 38].

Analisis de vias metabdlicas

El analisis de vias metabdlicas se realizO con el programa IPA® (Ingenuity
Pathway Analysis). Para este andlisis se utilizd la lista de transcritos
diferencialmente expresados, log fch y valor p. El programa se basa en la
asociacion de funcion para cada transcrito, el nUmero de transcritos relacionados

en una via y la relacion entre los transcritos.
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Resultados

Peso corporal, 6rganos y tejidos

Se obtuvieron 5 camadas control y 7 camadas tratamiento a 21 dias. Se
seleccionaron 4 machos de cada camada control y tratamiento. Fueron
sacrificados por decapitacion a los 21 dias de vida con un ayuno de 5 horas. Se
extrajo el hipotalamo y el tejido adiposo de forma quirdrgica entre los primeros 5

minutos después de la decapitacion.

Se realizaron 4 registros de peso corporal de las camadas de los grupos
experimentales a los 3, 7, 14 y 21 dias (Figura 2). Los resultados de peso
obtenidos de la comparacién de los grupos control y tratamiento peso, muestran
diferencia estadistica en el dia 7, 14 y 21. El grupo tratado muestra la mayor
diferencia de peso al dia 21 con un incremento en el peso de 183.2 % con una p
<0.0001 utilizando la prueba de t de Student. En el estudio se incluyeron 5

camadas control (50 ratas macho) y 5 camadas tratamiento (20 ratas macho).

Para evaluar el peso de los 6rganos en el tratamiento, se registré el peso los
siguientes organos Yy tejidos: cerebro, higado, corazoén, rifién, tejido adiposo y
tejido hipotalamico. Los resultados muestran incremento significativo (p=0.0001)
en el peso de todos los tejidos excepto en tejido hipotalamico como lo muestran
las Figuras 2, 3 y 4. El higado, rifibn y corazén en el grupo de sobrenutricién
presentaron el doble de peso en comparacion con los controles. El tejido adiposo
en el grupo de sobrenutricon tuvo un aumento significativo del 300% con respecto

al control como se muestra en la Figura 4.

En cuanto al andlisis del valor porcentual (Figura 6) de los tejidos y 6rganos con
respecto al peso corporal muestran un menor peso el cerebro, el hipotalamo y
corazén, mientras que, el higado, tejido adiposo y rifion presentan un mayor valor
porcentual de peso. Siendo el tejido adiposo y el hipotalamo muestran alteracion

en la relacion porcentual de peso.
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Pesos de ratas control y tratamiento
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Figura 2. Peso corporal de las camadas control (50 ratas pertenecientes a 5
camadas) y camadas tratamiento (20 ratas macho pertenecientes a 5 camadas).
Se realiz6 una prueba de t de Student, **** = p <0.0001 y la barra de error
representa la desviacion estandar.
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Figura 3. Peso en gramos de cerebro e hipotalamo de ratas control y con
sobrelactacion a 21 dias. Se realizo6 la prueba t de Student, *** = p <0.001, la barra
de error representa la desviacion estandar.
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Figura 4. Peso
en gramos
de tejido adiposo e higado de ratas control y con sobrelactacion a 21 dias. Se
realizé la prueba t de Student, **** = p <0.0001, la barra de error representa la
desviacion estandar.
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Figura 5. Peso
en gramos
de corazon y rifidn de ratas control y con sobrelactacion a 21 dias. Se realizé la
prueba t de Student, **** = p <0.001, la barra de error representa la desviacion
estandar.
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Valor porcentual de pesos de drganos y tejidos
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Figura 6. Valor porcentual de 6rganos y tejidos. La media del peso de cada tejido u
organo fue contrastado contra la media del peso corporal total de cada grupo.
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Parametros bioquimicos sanguineos

Se analizaron en el suero de las ratas las concentraciones de glucosa, triglicéridos
y colesterol total mediante colorimetria, el andlisis de leptina con el método de
radio inmunoensayo. Todos estos parametros fueron determinados en suero de
ratas de ambos grupos de estudio en ayunas. El grupo de estudio de
sobrenutricibn mostré valores mayores en la concentracion glucosa en suero con
diferencia estadistica significativa con respecto al control, mientras que, los
valores de colesterol permanecieron sin cambio como muestra la Figura 7. El
grupo de sobrenutricibn también presentd mayor concentracion de triglicéridos y
leptina, los cuales fueron estadisticamente significativos como muestra la Figura 8.
Se analizaron muestras de 5 camadas control y 5 camadas tratamiento no

completas.
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Figura 7. Concentracion de leptina y colesterol en suero de ratas control y con
sobrelactacion a 21 dias. Se realiz6 la prueba t de Student, * = p <0.05, la barra de
error representa la desviacion estandar.
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Figura 8. Concentracion de leptina en suero de ratas control y con sobrelactacion
a 21 dias. Se realiz6 la prueba t de Student, *** = p <0.001, la barra de error

representa la desviacion estandar.
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Expresién de transcriptoma de hipotalamo y tejido adiposo

Se obtuvo datos de hibridacion pertenecientes a 20 microarreglos (GeneChip® Rat
Gene 2.0 ST Array de Affymetrix®). Diez microarreglos se destinaron para analizar
el transcriptoma del hipotalamo (la hibridacion se realizé con 5 muestras control y
5 muestras sobrenutridas). Mientras que, los diez microarreglos restantes se
destinaron para analizar el transcriptoma de tejido adiposo. Cada chip fue
hibridado con cADN gendmico perteneciente a una muestra Unica de tejido de

cada animal que fue incluido en el estudio.

Se realizé un andlisis lineal y de contraste con la prueba t de Student moderada
entre los grupos control y sobrenutricion. Se obtuvo valor p (probabilidad de error)

y log fch.

Para determinar los transcritos diferencialmente expresados en hipotalamo se
utilizé el valor absoluto de log fch>1.5 y el valor p <0.05 como criterios de
seleccién. En tejido adiposo se utilizé el valor absoluto de log fch>2.8 y el valor p
<0.05 como criterios de seleccion, debido a una mejor agrupacion de datos.
Mediante estos criterios se elabord graficos de volcan (Figura 8 y 13), donde se
representa la expresion de cada muestra. Ademas se pueden observar aquellos
transcritos que pasan los criterios de seleccion, es decir, aquellos que tienen un

valor p menor a 0.05 y un log fch>1.5.

Mediante la aplicacién de los criterios de seleccion para el tejido hipotalamico se
obtuvieron 226 transcritos diferencialmente expresados, los transcritos con
mayores diferencias estadisticas se muestran en la Tabla 2. Noventa y ocho
transcritos y 128 con sub expresion en el grupo de sobrenutricion con respecto al

grupo control, como se muestra en las Figuras 7 y 8.

En el tejido adiposo se obtuvo 161 transcritos diferencialmente expresados, de los

cuales 61 transcritos estan sobre-expresados y 100 transcritos estan sub-

30



expresados en el grupo de sobrenutricion con respecto al grupo control como

muestran las Figuras 13y 14.

Transcritos diferentes en hipotalamo

-log10(P Value)
4

logFC

Figura 9. Grafica de Volcan de hipotdlamo muestra el valor de log fch en el eje “x”
y en el eje “y” -logl0 valor p de 28407 transcritos pertenecientes a 10 muestras
hibridadas en cada microarreglos. La linea horizontal representa el punto de corte
del valor 1.30103=-log10(p <0.05), mientras que las lineas verticales representan
el punto de corte de log fch >1.5. La grafica se realiz6 en el programa R-project

con el paquete limmay gplots2.
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Figura 10. Mapa de calor de transcritos diferencialmente expresados en el
hipotalamo entre los grupos sobrenutricion con respecto al control. En este mapa
de calor se representa la diferencia de expresion entre los grupos de estudio, los
valores de crudos de expresion son transformados a valores “Z” (donde Z=X-X/S),
a su vez estos valores son agrupados por distancia matematica. En este mapa de
calor se representan 226 transcritos diferencialmente expresados, de los cuales
128 transcritos estan sobre-expresados y 98 transcritos estan sub-expresados en
el grupo sobrenutrido con respecto al grupo control. La grafica se realizé en el
programa R-project con el paquete gplots2.
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Tabla 1. Transcrito con mayores valores de |log fch|.

Clave Simbolo Log fold change | Promedio de expresion | Valor “t” Valor “p” Valor “p” ajustado | Estadistico bayesiano
17684853 | Cfh 3.283118 7.77606664 2.9524097 | 0.01336451 0.99936628 -3.95534043
17825570 | Timeless 2.24633574 450392194 | 7.44105309 1.42E-05 0.48049112 -3.14374596
17624695 | Kankl 2.13012443 8.23546558 | 3.59634671 | 0.00430392 0.99936628 -3.76119795
17864882 | Mpp4 2.13000756 5.16981844 | 4.35649711 | 0.00118686 0.95520794 -3.57271457
17619950 | Acsmb 2.09970603 4.78833495 | 4.51463924 | 0.00091606 0.95520794 -3.53878089
17820339 | Birc6 -2.0672156 6.9282658 | -2.45922204 | 0.03204594 0.99936628 -4.12314932
17632408 | Mybpc?2 -2.17777367 4.25789828 | -5.28256002 | 0.00027365 0.89527243 -3.39664674
17776453 | Spgll -2.32738454 4.58792328 | -3.11798336 | 0.00996491 0.99936628 -3.902467
17703141 | LOC100912724 -2.40990022 4.65571613 | -3.21254048 | 0.00843112 0.99936628 -3.87316298
17662438 | Ghl -2.46037378 7.75986769 | -2.08155848 | 0.06193836 0.99936628 -4.25863934

Taba 1. En esta tabla se muestran los cinco transcritos con mayor expresion diferencial (los transcritos con un valor de

log fch positivo son transcritos sobre-expresados mientras que los valores negativos indican sub expresion respecto al

grupo control). Los transcritos corresponden a genes que cuya funcion es la regulacién de ritmos circadianos (timeless),

sistema inmune (cfh), citoesqueleto (Kankl), proliferacion (Ghl), etc. La Tabla es un fragmento del reporte la tabla

general de resultados de expresion (o Top Table por su nombre en inglés) obtenido en con el programa R-project y el

paquete limma.
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Expresion de transcritos clave en el
analisis de rutas en hipotalamo

Log Fold Cahnge

Figura 11. Representacion gréfica de transcritos con funcion regulatoria de ritmo
circadiano (timless), apetito (jackl y leprel), inflamacion (cnpy4, jackl, birc6, etc) y

proliferacion (ghl). La gréafica se realiz6 con el programa Excel.
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Figura 12. Red de interaccion de hipotalamo. En esta Figura se muestra el
resultado del andlisis de redes metabodlicas que muestra la interaccion de las
principales vias de sefializaciébn en donde se encuentran los transcritos sub-
expresados y sobre-expresados. Entre las principales vias enriquecidas se
encuentran las vias de inflamacion, sistema de complemento, sefializacion de
calcio, presentacion y reconocimiento de antigenos. En cuanto a las rutas
inhibidas se encuentran rutas asociadas a prolactina. El andlisis se realiz6 en el
programa IPA. Los criterios de seleccion para incluir los transcritos en el analisis
fueron |log fch|>1.5y p <0.05.
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Figura 13. Andlisis especifico de la interaccion entre las rutas de ritmos

circadianos y resistencia a leptina en hipotdlamo. Los resultados del andlisis
muestran alteracion en estas vias de sefalizacion. El analisis se realizé en el

programa IPA. Los criterios de seleccion para incluir los transcritos en el andlisis
fueron |log fch|>1.0 y p <0.05.
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Transcritos diferentes en TA

-log10(P Value)

logFC

Figura 15. Grafica de Volcan de expresion de tejido adiposo que muestra el valor
de log fch en el eje X" y en el eje “y’ -logl0 valor p de 28407 transcritos
pertenecientes a 10 muestras hibridadas en cada microarreglos. La linea
horizontal representa el punto de corte del valor 1.30103=-logl0(p <0.05),
mientras que, las lineas verticales representan el punto de corte de log fch >2.8.

La gréfica se realiz6 en el programa R-project con el paquete limma y gplots2.
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Color Key
Tratamiento vs control en Tejido adiposo
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Figura 16. Mapa de calor de los transcritos diferencialmente expresados en tejido
adipo entre los grupos sobrenutricidon con respecto al control. En este mapa de
calor se representa la diferencia de expresion entre los grupos de estudio, los
valores crudos de expresion son transformados a valores “Z” (donde Z=X-X/S), a
Su vez estos valores son agrupados por distancia matematica. En este mapa de
calor se representan 161 transcritos diferencialmente de los cuales 61 transcritos
estan sobre-expresados y 100 transcritos estan sub-expresados en el grupo
sobrenutrido con respecto al grupo control. La gréafica se realizé en el programa R-
project con el paquete gplots2.
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Clave Simbolo Log fold change | Promedio de expresion | Valor “t” Valor “p” Valor “p” ajustado | Estadistico bayesiano
17818079 | Unc79 5.00320245 5.9038454 | 6.00391529 | 0.00013105 0.17281046 1.20074978
17818153 | Serpina3n 4.39305046 9.33023086 | 8.85213641 4.78E-06 0.14313997 3.56829951
17730134 | Hydin 4.31463425 5.26282014 | 8.26219631 8.83E-06 0.14313997 3.16787547
17832433 | Scn8a 4.02440943 5.98836637 | 3.55966173 | 0.0051785 0.33540314 -1.88725492
17756764 | RT1-Dbl 3.80196531 6.97801158 | 3.99610162 | 0.0025307 0.28265487 -1.26194993
17874431 | Arhgap36 -3.70581584 5.62370111 | -2.3356941 | 0.04162727 0.51518485 -3.718568
17775520 | Actcl -3.86874115 7.29003102 | -2.53721427 | 0.02948906 0.47278316 -3.41815221
17684853 | Cfh -4.39653841 6.60494908 | -3.54787156 | 0.00528122 0.33714311 -1.90449653
17646902 | Myh3 -4.49925955 5.78092786 -3.915194 | 0.00288496 0.29372865 -1.37581908
17647134 | Myh8 -5.20719546 6.55886171 | -4.92208933 | 0.00060174 0.21765968 -0.03654017

Tabla 2. En esta tabla se muestran los cinco transcritos mas diferentemente sobre y sub expresados en tejido adiposo del

grupo de sobrenutricion con respecto al control. Estos transcritos codifican a genes que cuya funcién esta asociada al

transporte celular (Unc79), union celular (Serpina3n), estructura celular (Hydin), ATPasa (actcl) actividad motora (myh3 y

8), y actividad RHO GTPasa (Arhgap36), etc. La tabla es un fragmento del reporte “Top Table” obtenido con el programa

R-project y el paquete limma.
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Expresion de transcritos clave en el analisis de
rutas en tejido adiposo
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Figura 17. Representacion grafica de expresion relativa de transcritos con mayor
diferencia en el de tejido adiposo del grupo de sobrenutricion con respecto al
grupo control. La gréfica se realizé con el programa Excel.
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Figura 18. Red de interaccion de tejido adiposo del grupo de sobrenutricion con
respecto al grupo control. En esta Figura se muestra el resultado crudo del analisis
de interaccién vias de sefalizacién. En esta representacion se encuentran
transcritos sub-expresados y sobre-expresados. Entre las principales vias
enriquecidas se encuentran las vias de inflamacion en azul. En cuanto a las rutas
inhibidas se encuentran rutas asociadas a prolactina. El andlisis se realiz6 en el
programa IPA.
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Figura 19. Andlisis de via de sefializacion con localizacién celular de tejido adiposo
del grupo de sobrenutricion con respecto al grupo control. Las funciones asociadas
a estas vias son: inflamacién, apetito, metabolismo energético y regulacion
enddcrina. El andlisis se realizé en el programa IPA. Los criterios de seleccién
para incluir los transcritos en el analisis fueron |log fch|>2.8 y p <0.05.
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Figura 20. Principales rutas asociadas al transcriptoma de tejido adiposo del grupo
de sobrenutricion con respecto al control. La grafica muestra las principales vias
de sefalizacién que se encuentran con diferencias en el grupo de tratamiento. El
analisis se realizo en el programa IPA. Los criterios de seleccidén para incluir los

transcritos en el analisis fueron |log fch|>1.5 y p <0.05.
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Analisis de vias

Para determinar las vias de sefalizacion alteradas en los transcriptomas de hipotalamo vy tejido adiposo, se realizd un

andlisis de vias con la herramienta bioinforméatica IPA, ejecutando un analisis de nacleos de sefializacién. De este analisis

se obtuvieron vias con una puntuacion de enriquecimiento basado en el ndimero de transcritos diferencialmente

expresados, el nivel de expresion, significancia estadistica y la funcidon biol6gica como muestran las Tablas 3y 4.

Ruta metabdlica alteradas en hipotalamo Genes Puntuacion

ACACA, ADCYAP1R1, ADM, AKT, CASP3, CAV1, CAV2, CHMP2B, CSHL1, CUBN, DAB1,

Cancer, dafio sistémico y desarrollo celular. DPP4, EPBA41L1, F2, FOS, GALP, GCG, GJAL, IGFIR, LEP, LRP2, MAPK, MRPS9, 15
NUMA1, PKA, PLAGL1, PPARG, PPP2CA, PPP2R1A, PPP2R2D, PXN, RAPGEF4,
SLC25A1, SREBF1 Y TH.

Sintesis de proteinas, bioquimica de moléculas | ACE, CD44, CDC6, CISH, CNTF, COL3A1, CRH, CSHL1, ERBB3, FCER1, GHRH, GUSB, 12

pequefias, funcion y desarrollo del sistema | HNF4A, IGF1, IGFBP3, IL6ST, INSULIN, IRF1, ITGA4, ITGA6, ITGB1, ITGB4, MET,

enddcrino. NR1H2, OGDH, PER1, PER2, PKC(S), PRL, PRLR, SOCS3, STAT5A/B, STAT5B, TNF Y
TRH.

Enfermedad cardiovascular, movimiento celular, | ADAMTS7 Y COMP. 2

funcion y desarrollo de sistema muscular y

esquelético.

Transporte molecular, metabolismo de acidos | ABCG2Y TP53. 2

nucleicos y bioquimica de moléculas pequefias.

Desordenes del desarrollo y enfermedades del | INSRRY COMPLEJO NFKB. 2

sistema reproductivo.
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Tabla 3. En esta tabla se muestra las rutas metabolicas enriquecidas del hipotalamo en el grupo de sobrenutricion en

comparacion con el grupo control. El andlisis se realiz6 en el programa IPA. Los criterios de seleccién para incluir los

transcritos en el analisis fueron |log fch|>1.5 y p <0.05 y se aplico un andlisis de ndcleos (core analysis). Los transcritos

en rojo se encuentran sobre-expresados y los transcritos en verde estan sub-expresados.

Rutas metabdlica alteradas en tejido adiposo Puntuacion

ACACA, BCR, BRAF, C3, C5, CDC6, CPT1, CSK, DGAT2, ERBB4, ERK1/2,
Metabolismo de lipidos, bioquimica de moléculas pequefas Fcerl, FCER1G, GPAM, GN, GUSB, INPP5D, LEP, LIPE, NFKB (complex), 24
y transporte molecular. OXTR, PAG1, PIAS2, Pka, Pkc(s), PLCG2, PLD1, PPARGC1A, PTGDS, RYR2,

SCD, STAR, SYK, UCP2 Y XDH.

Adam22, ANK3, CACNA1A, CHMP2B, CNKSR2, CUBN, DLG2, DLG4, ENAH,
Sefializacion e interaccion  célula-célula, - control de | GNB1, GPHN, GRIN2A, GRIN2B, KCNA2, LGIL, LRP2, LRPAPL, MAGI2, MAOA, 12
conducta, desarrollo y funcion del sistema nervioso. MAP1A, MTMR2, MTOR, MYH14, NFASC, PRKAR2B, RAPGEF4, RIMS1,

Secretase gamma, SIPA1L1, SLC17A6y TG.

ABCG2, AKAP6, CDKN1A, E2f, EGFR, EGR1, ENPP2, FOS, GABRA2, Histone
Sobrevivencia y muerte celular, desarrollo celular, 11

crecimiento celular y proliferacién.

h3, IGF1, IGFBP3, IL6, IL1A, Lh, MAP3K5, ME1, NPPA, NPR3, PARP1, PDEA4D,
PFKFB1, Pkc(s), PLCE1, POMC, PRKD1, RB1, RELA, RYR1, SERPINA3, TLR4,
TNF, TNIP1, TNN y TP53.
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ABHD12, Akt, Alpha catenin, ATP1AL, ATP1B1, ATP2A2, ATP2B3, CACNALA,
Transporte molecular, bioquimica de moléculas pequefias, | cavi, CDH1, CSHL1, Csnis1, CTNNB1, GHR, GJA1, HNF4A, IGF1, IGFIR, 9
mantenimiento y funcion celular. JAK2, KCNMA1, KIF2A, NCKAP1, OTOF, PCBD1, Pka, RAB3B, SLC1A2,
SLC2A1, SLC4A4, SRC y SRD5A2.

Ciclo celular, cancer, funcién y desarrollo de tejido 6
conectivo. ACAT1, ACTC1, AKAP12, ATP5C1, CCNE1, CDK1, CDK2, CDKN1B, CRYAB,
DNAJB1, E2F1, ERN1, Hsp27, Hsp70, Hsp90, IDH2, KCNJ11, KLF4, KLK1,
LAMAS, LAMB2, LAMC1, MYC, MYO1C, MYOCD, POLD1, POLR1A, POLR1B,
POLR1C, POLR1E, RAB10, STUB1, TFRC y Tpm1.

Tabla 4. En esta tabla se muestra las rutas metabdlicas enriquecidas en tejido adiposo en el grupo de sobrenutricion en
comparacion con el grupo control. El analisis se realizé en el programa IPA. Los criterios de seleccidon para incluir los
transcritos en el andlisis fueron |log fch|>2.0 y p <0.05 y se aplicé un analisis de nucleos (core analysis). Los transcritos

en rojo se encuentran sobre-expresados y los transcritos en verde estan sub-expresados.
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Analisis y discusion

En la presente investigacion, estudiamos por primera vez los efectos de la
sobrenutricién postnatal a corto plazo en el transcriptoma de hipotalamo y tejido
adiposo en rata Wistar. Los principales cambios que encontramos en el
transcriptoma de hipotdlamo estan implicados en procesos fisiolégicos de
inflamacion, ritmos circadianos, apetito y saciedad. Mientras que, los principales
cambios en el transcriptoma de tejido adiposo se encuentran asociados a
inflamacion, metabolismo de lipidos, estrés celular, sobrevivenvia y proliferacion
celular. Los cambios en los transcriptomas son subsecuentes a un hiperfagia
intrinseca del modelo como lo muestran los resultados de peso corporal [23, 32,
39]. Nuestros datos de fenotipo (peso elevado total de las ratas, de 6rganos y de
tejidos) y bioquimicos de nuestro modelo de estudio, podrian dirigir algunos
cambios en los transcriptomas de hipotalamo y tejido adiposo. En cuanto al peso,
las ratas con sobrenutricion presentaron una ganancia de peso del 176.6 % a los 4
dias de tratamiento, esta ganancia de preserva hasta el termino del tratamiento
con un incremento de peso del 183.2% (Figura 2). El incremento de peso también
se observa en tejido adiposo, higado, rifidn, corazon y cerebro con significancia,
pero no en hipotalamo (Figura 3-4). El crecimiento mayor de 6rganos y tejidos en
el grupo de ratas sobrenutridas muestra un posible desarrollo acelerado, sin
embargo, la grasa visceral retroperitoneal exhibe un mayor aumento de tejido
adiposo asociado con sobrepeso. Nuestros datos también sugieren una respuesta
inmediata a la disposicion de alimento (hiperfagia indirecta), en consecuencia
observamos un desarrollo mas acelerado con una mayor cantidad de tejido

adiposo, lo que corrobora trabajos ya reportados [40-44].

En el presente trabajo mostramos un incremento del tejido adiposo del 273.6% en
las ratas con sobrenutricion, este evento es relevante debido a que, el aumento de
tejido adiposo ha sido asociado con alteraciones en el perfil de lipidos, inflamacién
y resistencia a la insulina. En la dltima década el tejido adiposo ha sido
considerado un 6rgano enddécrino debido a los multiples procesos fisiologicos que

regula como la inflamacién, apetito, estado pro-tromboético y el metabolismo de
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lipidos sistémico. En este mismo sentido, encontramos aumento del valor
porcentual del peso de tejido adiposo e hipotalamo principalmente, lo que significa
que la carga funcional para conservar la homedstasis es evidente, por un lado el
tejido adiposo crece para retirar y almacenar el exceso de lipidos en torrente
sanguineo, y por otro lado el hipotalamo y el cerebro presentan un menor valor
porcentual posiblemente relacionado a la alteracion sub-expresion de genes en
vias de desarrollo celular y sobre-expresion de genes envueltos en vias de

inflamacion [45].

En cuanto a los parametros bioquimicos encontramos niveles elevados de glucosa
en ayuno en un 9.21 % en el grupo de ratas sobrenutridas con respecto al grupo
control. La glucosa elevada en ayunas es un fendmeno fisiolégico consecuente de
una disminucién de la sensibilidad a la insulina en tejidos insulinodependientes y
en una menor proporcion en tejidos no insulinodependientes. La disminucion en la
sensibilidad a la insulina es una caracteristica de la patologia de la resistencia a la
insulina, dicha alteracion es una comun denominador de enfermedades cronico

degenerativas como la DMT 2 y enfermedades cardiovasculares [19, 46-51].

Los lipidos cuantificados en este trabajo fueron triglicéridos y colesterol total. En
cuanto a los triglicéridos se observd un aumento del 73.4% en las ratas
sobrenutridas. La elevacion de triglicéridos es por excelencia un marcador de
dislipidemia y se encuentra frecuentemente asociada con obesidad y resistencia a
la insulina en etapas adultas Las ratas sobrenutridas que hemos llevado a un afio
presentaron pesos mayores con respecto al control después del destete]. En
cuanto al colesterol total no se presentaron cambios. Generalmente la elevacion
de los triglicéridos en la dislipidemia ligada a obesidad, los niveles de colesterol
total se encuentran elevados. Es posible que debido a la etapa temprana de vida
de las ratas en estudio, la sintesis de colesterol de novo no se encuentra
enriquecida. Por otro lado, la liberacién hepatica de triglicéridos se explicada por
los lipidos reciclados del tejido adiposo y empaquetados en moléculas de muy
baja densidad (VLDL, por su siglas en inglés), lipogénesis de novo y remanentes

de quilomicrones. En estados de obesidad e hiperinsulinemia se conoce un
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aumento de la lipolisis y liberacion de acidos grasos por parte del tejido adiposo.
De esta manera podemos explicar que el aumento de triglicéridos en ayuno en
ratas sobrenutridas se debe a un aumento de lipdlisis del tejido adiposo vy lipdlisis
de novo estimuladas por niveles de insulina y resistencia a leptina [29, 52, 53].

La funcién principal de la leptina es aumentar el gasto caldrico e inducir saciedad
via sistema nervioso central. En nuestra investigacion encontramos un aumento
significativo del 51.1% en los niveles de leptina en suero de ratas sobrenutridas
con respecto al grupo control. El aumento de los niveles de leptina con tal
magnitud indica una retroalimentacion negativa compensatoria al estado
energético del organismo. El hipotalamo expresa receptores de leptina y el
resultado de la transduccion de la ruta de leptina es la saciedad y el gasto
energético. Actualmente se sabe que, los niveles elevados de leptina representan
resistencia a leptina y exhiben desordenes en el control energético sistémico
ligado a exceso de macronutrientes caldricos, obesidad y resistencia a leptina [11,
54, 55].

Las ratas con sobrenutricion a 21 dias en este trabajo muestran alteraciones como
resistencia a la leptina e insulina, dislipidemia y obesidad. Dichas perturbaciones
son reconocidas como “alteraciones similares a sindrome metabdlico”. Esto debido
a que, el concepto de sindrome metabdlico fue desarrollado especificamente para
humanos, la aplicaciébn de criterios para considerar la presencia de sindrome
metabolico en animales experimentales se limita debido a razones de diferencia

fisiologica especie-especifica [56].

Transcriptoma del tejido hipotalamico

En el transcriptoma del tejido hipotalamico en el grupo de ratas con sobrenutricion
las principales vias de sefalizacion alteradas son cancer, dafio celular, sintesis de
proteinas, funcién y desarrollo del sistema enddécrino, muscular y desordenes de
desarrollo. Se encontraron 226 transcritos diferencialmente expresados, de los

cuales 56.6% se encuentran con sobre-expresion, mientras el 43.4% estan sub-
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expresados. El andlisis de vias y redes metabdlicas muestran alteraciones en
procesos fisiolégicos con inflamacion, ritmos circadianos, proliferacion celular y
reparacion de ADN. En trastornos como sindrome metabdlico y DMT2 se
encuentran asociadas a una mayor metilacion global, en consecuencia a esta
metilacion la expresién de ciertos grupos de genes pueden estar a la baja,

mientras que otros pueden estar a la alza [57].

El estudio de la via de leptina muestra resistencia a la leptina, este fenémeno
genera disrupcion en los circuitos de hambre y saciedad determinados por las
comunicaciones neuronales entre el nacleo arqueado, el nlacleo paraventricular y
ventromedial. A pesar de que existe un sobre-expresidon modesta en el receptor de
leptina, otros genes que participan en la sefializacién como socs 3, stat 3y 5, y jak
se encuentran en sub-expresion. En este trabajo mostramos una resistencia a la
leptina debido a la inhibicion de respuesta rio debajo de la cascada de
sefalizacion de esta hormona, esto concuerda con lo mencionado por Crujeiras en
2015 y Munzberg 2005. La resistencia a la leptina explica el fendbmeno de
hiperfagia en las ratas sobrenutridas, debido a que una atenuacién de la saciedad
conlleva a ingerir una cantidad mayor de alimento y contenido energético. Otro
factor determinante para generar hiperfagia es la presencia de inflamacion del
hipotalamo, nuestros resultados muestran marcadores de inflamacion y dafio de
ADN como itga4, dpp4, cdc6 y col31a que intervienen en la sefializacion sistémica,
como es el caso de la regulacién de ciclo circadiano. Actualmente se sabe que los
ritmos circadianos influyen en la generacion de sindrome metabdlico y DMT 2 e
hipertension [13, 46, 48, 55].

Transcriptoma de tejido adiposo

En el transcriptoma de tejido adiposo encontramos 948 transcritos desregulados
de los cuales el 47% son transcritos sobre-expresados y el 53% sub-expresados.
Los efectos de la sobrenutricibn postnatal alteraron vias de sefalizaciéon del
metabolismo de lipidos, bioquimica de moléculas pequefias, transporte molecular,
sobrevivencia, muerte celular, desarrollo celular, crecimiento celular vy

proliferacion.
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Estas vias de sefalizacion se encuentran involucradas en la generacion de
obesidad, resistencia a la insulina, resistencia a leptina, termogénesis e
inflamacion. Dichas vias han sido estudiadas en enfermedades metabdlicas e
inflamatorias como enfermedades cardiovasculares, diabetes, sindrome

metabdlico y resistencia a la insulina.

La sobrenutricion postnatal genera modificaciones en el transporte de lipidos, en
respuesta a la constante ingesta de leche. En respuesta el tejido adiposo absorbe
los lipidos en exceso y los almacena generando obesidad y sobrepeso. En este
sentido el factor de transcripcion Erk1l/2 se encuentra sub expresado,
posiblemente debido a la interaccion con marcadores inflamatorios de respuesta
inmediata y map cinasas como Map3k5. Es posible sugerir que los adipocitos
presentan un estado de hipertrofia y existe una inflamacion local en el tejido

adiposo en consecuencia a la sobrenutricion postnatal.

Por otro lado en transcrito que codifica para leptina presenta sobre expresion, lo
cual correlaciona con la elevacion cercana al 30% de leptina en suero (Figura 8), y
aunado a esto, en hipotdlamo la ruta de sefializacién de leptina esta inhibida.
Estos datos demuestran la presencia del fendmeno de resistencia a leptina. Este
evento es muy importante porque la disminucion en el efecto fisiolégico de la
leptina conlleva a generar conducta de hiperfagia dirigida por el hipotdlamo. La
presencia de hiperfagia explica la constante ingesta de leche materna (ingesta
medida indirectamente con el incremento de peso corporal) en las ratas y un

aumento del tejido adiposo [55].

En cuanto la presencia de vias enriquecidas de inflamacién, se sabe que, un
estado de obesidad se acompafia por una inflamacion sistémica de bajo grado. El
exceso de &cidos grasos en sangre inducen activacion de los factores de
transcripcion de respuesta inmune nf-kb, jnk y AP-1. Los resultados sugieren la
presencia de un estado de inflamacion sistémica que afecta al hipotalamo

produciendo hiperfagia [58-64].
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Otras rutas alteradas en el tejido adiposo son las sobrevivencia, proliferacion y
muerte celular. Esto es debido a la activacion de rutas de la inflamacion que
comparten genes entre estos procesos. Estos datos sugieren que el tejido adiposo
se encuentra también en estado de hiperplasia como se muestra en las rutas vias

alteradas para este tejido (Tabla 3).

En resumen la sobrenutricion postnatal genera hiperfagia y obesidad subsecuente
a resistencia a leptina en hipotdlamo que altera los circuitos neuronales de
saciedad. Por otro lado, una elevada carga energética constante de lipidos es
distribuida en el sistema por quilomicrones, esto perturba el metabolismo en del
higado por lo cual se liberan en exceso glucosa Yy triglicéridos en ayunas. Los
quilomicrones y las VLDL transfieren triglicéridos al tejido adiposo en especifico a
los adipocitos quienes los almacenan, lo que propicia hiperplasia e hipertrofia
celular. De esta manera tenemos que, el transcriptoma de hipotalamo y tejido
adiposo son la primera respuesta sistémica, lo que exhibe el fendbmeno de
‘homeostasis adaptativa”. Dicha teoria menciona que el organismo se adapta a
nivel de organismo tisular y celular a un ambiente adverso. El presente estudio se
enfoca en el transcriptoma de hipotalamo y tejido adiposo como la primera
respuesta genomica a la sobrenutricion postnatal a corto plazo, es necesario
corroborar los hallazgos encontrados con estudios protedmicos, asi se podra
comprender a diferentes niveles celulares la respuesta del sistema biol6gico a una
exposicién de sobrenutricion postnatal. Ademas, se necesitan estudios posteriores
gue investiguen los mecanismos por los cuales la sobrenutricién temprana genera

alteraciones en la edad adulta.
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Conclusiones

La sobrenutricion temprana generd un incremento de peso corporal de las ratas.

La sobrenutricibn temprana también generé un peso mayor en higado, corazon,
rifién, tejido adiposo y cerebro, siendo el tejido adiposo el tejido con mayor
incremento de peso. Ademas, el tejido adiposo es el que presenta mayor

incremento entre los tejidos y el hipotalamo presenta un menor peso porcentual.

La sobrenutricion temprana genera hiperleptinemia compensatoria a una

resistencia a leptina en la via de sefializacion rio abajo en hipotalamo a 21 dias.

En el grupo de ratas sobrenutridas el transcriptoma en hipotdlamo presento
expresion diferencial en las vias relacionadas a dafio celular, sintesis de proteinas
y desarrollo del sistema enddcrino, mientras que, el tejido adiposo en el mismo
grupo de estudio presento expresion diferencial en vias de metabolismo de lipidos,
control de conducta, sobrevivencia, muerte celular, ciclo celular y proliferacion

principalmente.
La sobrenutricion temprana a 21 dias genera alteraciones en la expresion

gendmica, morfolégicas en hipotdlamo y tejido adiposo. Lo que resulta en

hiperfagia y alteracion metabdlica sistémica.
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Anexos

l.-Andlisis de calidad de ARN de
electroferogramas en bioanalizador.
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tejido hipotalamico mediante

Tabla del numero de integridad del ARN de tejido hipotalamico por cada muestra.

Valor del numero de integrida del
ARN (1:10, donde 10 es la mejor

integridad)
Tejido hipotalamico
Control 1 8.2
Control 2 8.9
Control 3 8.4
Control 4 8.7
Control 5 9.2
Tratamiento 1 8.5
Tratamiento 2 8.7
Tratamiento 3 9.1
Tratamiento 4 8.9
Tratamiento 5 8.7
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ll.-Analisis de calidad de ARN de calidad de ARN de tejido adiposo mediante

electroferogramas en bioanalizador.

Control 1 Control 2 Control 3 Control 4 Control 5
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Tabla del nimero de integridad del ARN de tejido adiposo por cada muestra.

Valor del nimero de integridad del
ARN (1:10, donde 10 es la mejor
integridad)
Tejido adiposo
Control 1 8.4
Control 2 8.2
Control 3 8.1
Control 4 8.9
Control 5 8.7
Tratamiento 1 8.1
Tratamiento 2 7.3
Tratamiento 3 8.9
Tratamiento 4 7.6
Tratamiento 5 8.4
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