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Resumen de la tesis 

“VARIACIONES DIARIAS EN LA EXPRESIÓN DE p53 EN HÍGADO DE RATA DURANTE LA 

SINCRONIZACIÓN CIRCADIANA POR UN HORARIO DE RESTRICCIÓN CALÓRICA”  

que presenta 

Erika Lizbeth Solorio García como requisito parcial para la obtención de la 

Licenciatura en Biología. 

 

Los ritmos circadianos (oscilaciones de variables biológicas con duración de ~24h) han 

surgido y evolucionado en los seres vivos como una capacidad de anticiparse, adaptarse 

y sobrevivir a cambios del medio ambiente. Los horarios de alimentación generan 

cambios rítmicos en los procesos metabólicos, humorales y de transcripción de genes. 

En el hígado los horarios de alimentación inducen cambios en la ritmicidad circadiana 

de procesos como proliferación, apoptosis, reparación de ADN, respuesta al estrés y 

cambios metabólicos, entre otros. En el presente proyecto estudiamos los cambios 

generados por el horario de restricción calórica (acceso al alimento sólo por 2 h durante 

3 semanas) en la presencia de la proteína p53 bajo un ciclo de 24h (luz:oscuridad, 12:12 

h) en hígado de rata. Los resultados obtenidos sugieren que el horario de restricción 

calórica incrementa la concentración del factor transcripcional p53 en la fracción nuclear 

que podría estar relacionada con los cambios inducidos por este protocolo en la 

homeostasis del hígado ya que incrementa tanto la taza de proliferación y apoptosis en 

células hepáticas. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 RITMOS BIOLÓGICOS  

Los ritmos biológicos son oscilaciones de parámetros biológicos dependientes de un 

reloj endógeno que se ajustan a cambios ambientales (fotoperiodicidad, cambios 

climáticos estacionales, disponibilidad de alimento, entre otros) que permiten a los 

organismos organizar temporalmente su comportamiento y metabolismo como una 

capacidad adaptativa que les permite anticiparse a dichos fenómenos (Preitner et. al., 

2002). Los ritmos Biológicos se encuentran a lo largo de la escala evolutiva 

presentándose desde las bacterias y hongos hasta insectos, plantas y mamíferos. 

(Vanselow y Kramer 2010). 

Uno de los ritmos biológicos más estudiados son los ritmos circadianos (RC), que son 

oscilaciones de parámetros biológicos que presentan  un periodo cercano a 24 h y que 

van desde la expresión de genes y procesos bioquímicos hasta funciones fisiológicas y 

patrones conductuales (Vanselow y Kramer 2010). Algunos ejemplos de RC son: los 

patrones de sueño/vigilia, temperatura corporal, presión  arterial, gasto cardiaco, 

consumo de oxígeno y secreción de glándulas endocrinas (Reppert y Weaver 2002, 

Vriend y Reiter 2015). 



 

2 
 

1.2 OSCILADOR SINCRONIZADO POR LUZ (OSL) 

En mamíferos existe un núcleo hipotalámico llamado núcleo supraquiasmático (NSQ) 

que se ajusta a los ciclos de luz/oscuridad. Está conformado por un conjunto de células 

autónomas que forman 2 núcleos localizados en la parte anterior del hipotálamo encima 

del quiasma óptico. El estímulo de la luz que reciben las células ganglionares de la retina 

del ojo es internalizado a través del tracto retinohipotálamico hasta llegar al NSQ donde 

un sistema de medición a nivel molecular conocido como reloj molecular (RM), el cual 

consiste en la transcripción/traducción de genes (será descrito más adelante) da 

temporalidad a este núcleo (Reppert y Weaver 2001, Reppert y Weaver 2002, Challet et. 

al., 2003, Mendoza et. al., 2010, Challet 2010, Aguilar-Roblero y Díaz-Muñoz 2010) 

(Figura 1). 

El NSQ sincroniza a otros núcleos del cerebro y a órganos periféricos como el hígado, 

páncreas, estómago, intestino y corazón a través de vías humorales y neuronales. De tal 

modo que la sincronización de los ciclos de sueño/vigilia, la homeostasis energética, 

presión arterial, temperatura, actividad renal, metabolismo del hígado y ciclos de 

actividad/descanso entre otros son formas de medir la sincronización del NSQ y del 

individuo completo (Preitner et. al., 2002) (Figura 1). 

El NSQ es considerado como reloj maestro, ya que se ha demostrado que en ausencia de 

estímulos de luz (oscuridad constante) es capaz de continuar ejerciendo una 

sincronización en el organismo mostrando evidencia de ser autosostenido comparado 

con órganos periféricos considerados osciladores ya que pierden su ritmicidad al 

momento de lesionar al NSQ (Buttgereit et. al., 2015) (Figura 1).  
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1.3 OSCILADOR SINCRONIZADO POR ALIMENTO (OSA) 

Además del OSL existe un oscilador sincronizado por alimento (OSA), (Mendoza et. al., 

2006) del cual no se sabe el sitio anatómico exacto, pero está formado por la 

comunicación y retroalimentación entre diferentes áreas del cerebro como el hipotálamo 

dorsomedial, ventromedial, el núcleo talámico paraventricular y órganos periféricos 

como el hígado, corazón, páncreas, estómago, intestino, tejido adiposo y músculo 

esquelético, también algunas glándulas endocrinas (Aguilar-Roblero y Díaz-Muñoz 

2010). 

Este oscilador emerge a partir de una alimentación periódica que es una señal sólida para 

sincronizar los ritmos circadianos en órganos periféricos. En mamíferos pequeños como 

las ratas, cuando el acceso al alimento es restringido por 2 h al día en el periodo de luz, 

un patrón alternativo de ritmicidad circadiana aparece con respecto al grupo control que 

Figura 1. Esquema representativo de los cambios en el medio ambiente que pueden sincronizar a los mamíferos. Los 
periodos de luz/oscuridad son censados por la retina en mamíferos, esta señalización pasa a través del tracto 

retinohipotalámico y las enervaciones llegan directamente al NSQ donde se sincronizan las neuronas de este núcleo. El NSQ 

sincroniza a osciladores periféricos como el hígado, corazón y riñón mediante vías humorales y neuronales. Existen otros 
sincronizadores no fóticos como los periodos de ayuno/realimentación que sincronizan a los órganos periféricos y que en 

algunas condiciones específicas puede modificar la sincronización del NSQ (Modificado de Buttgereit et. al., 2015). 
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tiene acceso al alimento las 24 h (Ad Libitum) presentando actividad en la fase de luz 

correspondiente a una anticipación a la llegada del alimento conocida como actividad 

anticipatoria al alimento (AAA) (Aguilar-Roblero y Díaz-Muñoz 2010). 

Las ratas bajo acceso restringido al alimento (2 h de acceso diariamente) presentan una 

ingesta de 30% menos calorías diarias comparadas con las ratas Ad Libitum, por lo que 

también se le conoce como horario de restricción calórica (HRC) (Arellanes-Licea et. 

al., 2014). El HRC es un estímulo no fótico que tiene la capacidad de sincronizar los 

órganos periféricos y al NSQ (Mendoza et. al., 2005 Mendoza et. al., 2012) como el 

hígado que presenta sincronización de procesos metabólicos, ciclo celular, apoptosis y 

respuesta al estrés (Aguilar-Roblero y Díaz-Muñoz 2010, Mendoza 2009, Challet 2010) 

(Figura 2). 

La expresión de la AAA es un cambio de la actividad locomotora que se usa como una 

forma de medir la sincronización circadiana asociada a las señales metabólicas de la 

dieta hipocalórica y el horario de alimentación (Challet 2010). El OSA fue evidenciado 

cuando se lesionó el NSQ en ratas y se les dio el HRC, presentando la AAA y la 

sincronización de órganos periféricos al horario de acceso al alimento (Aguilar-Roblero 

y Díaz-Muñoz 2010).  
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1.4 RESTRICCIÓN CALÓRICA 

La restricción calórica (RC) sin malnutrición ha sido estudiada en las últimas décadas, 

ya que se ha demostrado que en especies desde bacterias hasta humanos, incrementan la 

longevidad de un 20-50%. La evidencia de que la longevidad de los mamíferos podría 

incrementarse surgió en 1935 en un estudio con roedores, demostrando que la restricción 

calórica extendió la esperanza de vida media y máxima, en estudios posteriores se 

demostró que  la restricción calórica retrasa la  aparición de enfermedades asociadas a la 

edad como obesidad, demencia, Parkinson, incluyendo enfermedades neoplásicas 

(Masoro 2005, Mendoza et. al., 2007, Mendoza et. al., 2012 Ramis et. al., 2015).  

Figura 2. Mapa de fases de doble plot (grafica con días duplicados) que representa los horarios de máxima expresión 

(acrofase) de parámetros biológicos de animales bajo alimentación ad libitum (círculos) y horarios de alimentación 

restringida (triángulos). Las barras blancas representan el periodo de luz de 12 horas, barras grises periodo de obscuridad 
12 horas, el área sombreada representa el horario de alimentación (12-14 h) (Aguilar-Roblero y Díaz-Muñoz 2009). 
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1.5 MAQUINARIA DEL RELOJ MOLECULAR  

Todas las células de nuestro cuerpo tienen la capacidad de sincronizarse a estímulos 

externos, regulada por un conjunto de genes en los cuales sus procesos de transcripción 

y traducción tienen una duración de 24 h llamada “reloj molecular” (RM) (Aguilar-

Roblero y Díaz-Muñoz 2010). 

El RM está constituida por los genes reloj bmal1, clock, rev-erb, per (1,2 y3) y cry(1 y 

2) y sus proteínas correspondientes. Estos genes forman 2 asas de transcripción-

traducción que tienen retroalimentación positiva y negativa (Preitner et. al., 2002). Las 

proteínas CLOCK y BMAL1 forman un heterodímero que induce la transcripción de 

otros genes y proteínas reloj mediante su unión a la caja E (CACGTG) del promotor 

(Repert y Weaver 2002), actuando como activadores transcripcionales de los genes rev-

erb, per y cry además de otros genes que presentan caja E y que están relacionados con 

metabolismo, respuesta al estrés, ciclo celular, entre otros y que son llamados GCR 

(genes regulados por el reloj, por sus siglas en inglés). 

 

Las proteínas PER y CRY entran al núcleo inhibiendo la transcripción de los genes clock 

y bmal1 para regular su propia transcripción (Vriend y Reitner 2015, Shearman et. al., 

2000) (Figura 3). 
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1.6 FISIOLOGÍA DEL  HÍGADO 

El hígado forma parte de nuestro estudio ya que sus principales funciones son la 

captación de los nutrientes, que son transportados desde el intestino por la vena porta, 

además de la biosíntesis y degradación de casi todas las proteínas plasmáticas, el 

suministro constante de metabolitos al organismo y otras sustancias biosintéticas, la 

destoxificación de compuestos nocivos por medio de su biotransformación entre otros 

(Koolmam y Röhm 2004). 

En el hígado los hepatocitos representan cerca del 90% de la masa celular y constituyen 

el sitio central del metabolismo intermediario. Estas células se hallan en estrecho 

contacto con la sangre que ingresa al hígado por la vena porta y la arteria hepática, ésta 

fluye a través de sinusoides y es recolectada nuevamente en las venas centrales de los 

Figura 3. Maquinaria del reloj molecular en los mamíferos. clock y bmal1 se transcriben formando a sus proteínas 

que forman un heterodímero en el citoplasma y se traslocan al núcleo. El heterodímero CLOCK-BMAL1 se unen a 
la caja-E localizada en la región promotora de los genes per y cry, activando su transcripción. Las proteínas PER y 

CRY forman su heterodímero y regresan al núcleo para inhibir su propia transcripción. Las proteínas CLOCK-

BMAL1, también inducen la transcripción del gen rev-erbα y su proteína inhibe la transcripción de los genes clock-
bmal1. 
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lobulillos hepáticos. Los hepatocitos son células epiteliales poligonales presentando 

usualmente 6 lados. Los hepatocitos se reciclan  por medio de apoptosis. En las ratas la 

vida media de los hepatocitos abarca un rango amplio de 191 a 453 días (Huntz y Kuntz, 

2008). Los hepatocitos son células autónomas que deciden su replicación y destino 

(Nelson et. al., 2012). 

 

 

 

 

1.7 EL DAÑO AL ADN Y SU REPARACIÓN 

La integridad del genoma es fundamental para las funciones biológicas y la viabilidad 

celular, sin embargo el material genético de las células eucariotas se encuentra bajo 

ataques endógenos (estrés oxidativo) o exógenos (radiaciones ionizantes y químicos 

genotóxicos) constantes causando daño al ADN. Además, el genoma también se ve 

amenazado por los subproductos del metabolismo celular normal, como especies 

reactivas de oxígeno (EROS) derivados de la respiración oxidativa y otras reacciones 

pro-oxidantes, que pueden causar una variedad de daños en el ADN. Se ha estimado que 

una célula puede sufrir hasta un millón de cambios al ADN por día (Hu y Wang 2014, 

Clancy 2008, Houtgraaf et. al., 2006).  El estrés oxidativo y el daño al ADN son factores 

que inducen apoptosis en las células. La apoptosis favorece la eliminación de células 

dañadas (por estrés oxidativo, glucosilación y daño al ADN). La apoptosis se 

correlaciona con el nivel de la lesión acumulada, su papel es primordial para efectuar un 
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mecanismo de protección esencial contra la tumorigénesis asociada a la edad (Yoshikazu 

y Shimokawa 2000) (Figura 4). 

El daño al ADN activa los puntos de control del ciclo celular que se encargan de detener 

la proliferación de las células, para permitir la correcta reparación del ADN y evitar la 

acumulación de mutaciones (Houtgraaf et. al., 2006). Después de la reparación la célula 

puede continuar con el proceso del ciclo celular, pero si el daño no es reparado o hay un 

daño severo, el ciclo celular se bloquea de forma permanente y la célula entra en 

senescencia o apoptosis. Cuando los daños permanecen sin detectarse o no se  

reparan,esto puede dar lugar a la inestabilidad genómica y mutaciones que pueden 

generar eventualmente oncogénesis (Houtgraaf et. al., 2006) (Figura 5). 

 

 

Figura 4.  Modelo de vías y sistemas para el control de daños al ADN de mamíferos. Cuando 

hay daño al ADN por luz ultravioleta UV o radiación ionizante IR se activan sensores como 

ATR o ATM que inician la cascada de señales. Los sensores activan a mediadores que a su vez 

activaran a las cinasas Chk1 o Chk2 que traducen las señales activando mediante fosforilación 

a las proteínas p53 y Cdc25, cuya función es arrestar el ciclo celular para la reparación del daño 

al ADN (Sancar et. al., 2015). 
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1.8 Proteína p53  

La proteína p53 es un factor transcripcional que controla la expresión de genes 

implicados en una diversidad de respuestas fisiológicas como los procesos de 

reparación, la eliminación de proteínas dañadas, la reparación del ADN, la generación de 

ATP a través de la fosforilación oxidativa, las funciones de los orgánulos que mantienen 

la señalización de la autofagia, la función mitocondrial y la división del ciclo celular 

(Kruse y Gu 2009).  

En condiciones fisiológicas, en las células no estresadas la proteína p53 se encuentra 

niveles bajos en citoplasma (Tang et. al., 2008). Cuando el ADN sufre algún daño 

resulta esencial inducir la respuesta de la célula ante el daño del ADN y desencadenar 

procesos de reparación. p53 debe ser activado rápidamente y translocarse al núcleo para 

Figura 5. Proceso de reparación del ADN. En el lado izquierdo de la imagen cuando se 

presenta un daño al ADN se activan los puntos de control del ciclo celular que tienen la 

función de bloquear el ciclo celular y mandar las células a senescencia o apoptosis. En el 

lado derecho de la imagen si hay daño al ADN, hay una reparación del daño y puede ser 

incorrecto y se produce una inestabilidad en el genoma y a su vez oncogénesis. Por otro 

lado si el daño al ADN es reparado correctamente hay una progresión del ciclo celular 

(Modificado de Houtgraaf et. al., 2006). 
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inducir la transcripción de genes relacionados con procesos de reparación de ADN, 

defensas antioxidantes y de inductores/efectores de apoptosis (Brooks y Gu 2003, Chéne 

2003, Tang et. al., 2008, Dimitrio et. al., 2013). 

En citoplasma la proteína p53 se encuentra regulada por el inhibidor Mdm2 (murine 

double minute) que favorece la acción de la enzima ubiquitina ligasa E3 para inducir la 

degradación de la proteína p53 manteniendo niveles citosólicos bajos, además de inhibir 

las translocación de p53 al núcleo evitando su función transcripcional. Por otra parte, 

p53 activa la transcripción de Mdm2 formando un asa de retroalimentación negativa 

(Kruse y Gu 2009, Brooks & Gu  2011, Dimitrio et. al., 2013) (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

La pérdida de funcionalidad de p53 se traduce en alteraciones en la respuesta al estrés y 

la acumulación de mutaciones que favorecen el desarrollo del cáncer (Chène 2003). La 

importancia de p53 en la homeostasis del tejido se refleja en el hecho de que se 

Figura 6. Representación de la activación de p53. Activación de p53 en tres 

pasos (1) la estabilización de la proteína inducida por la fosforilación, (2) la 

unión al ADN, y (3) el reclutamiento de la maquinaria transcripcional (Kruse & 

Gu 2009). 
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encuentra mutado en más del 50% de los tumores humanos. (Geske et. al., 2000) y por 

estas razones p53 es conocido como el guardián del genoma y considerado como un 

importante supresor tumoral (Levine y Oren 2009). Cuando se da alguna agresión a 

nivel celular, la proteína p53 incrementa su concentración tanto en el citoplasma como 

en el núcleo inducida por la degradación de Mdm2. Dependiendo del nivel de agresión y 

sus efectos en la misma célula, la proteína p53 logra diferenciar entre agresiones a nivel 

fisiológico y agresiones a nivel patológico y dependiendo del tipo de agresión 

desencadena diferentes procesos de respuesta que van desde un incremento de las 

defensas antioxidantes hasta senescencia y apoptosis (Levine y Oren 2009) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. El estrés oxidativo, óxido nítrico, hipoxia, depleción de ribonucleótidos, disfunción del 

aparato mitótico, activación de oncogenes, replicación del ADN por estrés, rompimiento de la 

doble cadena, erosión de los  telómeros mandan señales a MDM2 que es un inhibidor de p53 

entonces MDM2 se degrada y p53 se libera y regula la transcripción de genes o las interacciones 

de proteínas dependiendo si el daño es medio o severo. Produciendo una homeostasis 

metabólica, defensa antioxidante, reparación del ADN, arresto del crecimiento celular, 

senescencia o apoptosis (Modificado de Levine y Oren 2009). 
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1.9 MECANISMO DE REPARACIÓN DE ADN Y p53  

p53 promueve el arresto del ciclo celular proporcionando más tiempo para que la 

reparación del ADN se lleve a cabo antes de la entrada en la fase S. p53 es esencial en 

apoptosis inducida por daño al ADN (Smith y Seo 2002). La función de p53 es la 

capacidad para inducir la detención del ciclo celular en G1, para esto incrementa a 

p21Waf1 / Cip1, regulando negativamente la ciclina /complejos cdk.  p21 es inducida 

por p53 en tiempos de estrés celular, provisionalmente detiene  el ciclo celular, para dar 

tiempo a la reparación del ADN (Geske et. al., 2000). 

1.10 LA PROTEÍNA p53 PRESENTA RITMICIDAD CIRCADIANA 

Se ha demostrado una interacción entre el RM y la expresión y activdiad de la proteína 

p53. La proteína Bmal1 actúa como un supresor tumoral secundario en celulas de cáncer 

pancreatico ya que cuando se sobreexpresa regula a la alza la activación transcripcional 

del supresor tumoral p53 disminuyendo la velocidad de proliferación e incrementando la 

apoptosis en estas células (Hamada et. al., 2014, Jiang et. al., 2016). La mutación de la 

proteína Per2 genera una disminución de la proteína p53 (Hamada et. al., 2014). Los 

niveles de la proteína p53 presentan una oscilación circadiana en epitelio oral de humano 

y en tejidos de ratón (Horiguchi et. al., 2013) (Figura 8). 
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2. ANTECEDENTES 

En los primeros estudios realizados en ratas con el protocolo de acceso restringido a la 

alimentación, demostraron que se modifica la conducta y actividad locomotora 

presentándose un importante incremento de la actividad de 2 a 4 h antes dela 

presentación del alimento, a esta se le conoce como actividad anticipatoria al alimento 

(AAA) y es usado como una señal del establecimiento del OSA (Bolles y Stokes 1965).  

Cuando se presenta el horario de restricción calórica (HRC) en un periodo de 2 h (12:00-

14:00 h) durante 2-3 semanas se presenta una resincronización en los ritmos circadianos 

en órganos periféricos (Escobar et. al., 1998). El HRC sincroniza el reloj molecular en 

hígado ya que las proteínas reloj Per1 (Figura 9a) y Bmal1 (Figura 9b) tienen un 

cambio de fase presentándose el máximo nivel (acrofase) de la proteína Per1 en el 

Figura 8. Mecanismo de inhibición e inducción de la proteína p53 por medio de las proteínas 

reloj Per y Cry en células cancerosas de páncreas. La sobreexpresión de p53incrementa las 

proteínas proapoptóticas Bax y Puma además de inhibir a las proteínas antiapoptóticas Bcl-

XL y Bcl-2. Por otro lado la proteína p53 induce la transcripción de la proteína p21 cuya 

función es la de arrestar el ciclo celular y a su vez inhibe la acción de la ciclina B1 cuya 

función es inducir la entrada al ciclo celular (Jiang et. al., 2014). 
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horario de obscuridad en el grupo AL y en el grupo con HRC su acrofase en el periodo 

de luz coincidiendo con el horario de acceso al alimento. La proteína BMAL1 presenta 

su acrofase en el periodo de luz en el grupo AL y en el grupo con HRC se presenta la 

acrofase en el periodo de obscuridad (Luna-Moreno et. al., 2009, Arellanes-Licea et. al., 

2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9a. Expresión de la proteína Per1 en Hígado en el grupo AL y HRC medida a 

través de la técnica de western blot. La barra blanca indica el periodo de luz y la barra 

negra el periodo de obscuridad (periodo 12:12). La barra sombreada es el horario de 

acceso al alimento para el grupo HRC (Luna-Moreno et. al., 2009). 

 

 

 

Figura 9b. Expresión de la proteína Bmal1 en hígado en el grupo AL y HRC a través de la 

técnica de western blot. La barra blanca indica el periodo de luz y la barra negra el periodo 

de obscuridad (periodo 12:12). La  barra gris es el horario de acceso al alimento para el 

grupo con HRC (Arellanes-Licea et. al., 2014). 
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La expresión del OSA promueve un nuevo equilibrio entre la proliferación y la apoptosis 

del hígado ya que ambos procesos se ven incrementados por el HRC, generando así un 

incremento homeostático en el recambio celular. (Molina-Aguilar et. al., 2012). La 

actividad de la caspasa-3 usada para identificar la forma efectora de la inducción de 

apoptosis se vio incrementada en ratas con HRC comparadas con ratas AL, generando 

además un ritmo ultradiano, al presentarse dos picos en un periodo de 24 h (Figura 10 

a). Por otro lado los núcleos identificados con (antígeno nuclear de células en 

proliferación) PCNA se  incrementa en ratas con HRC, estos resultados demuestran que 

las ratas con restricción alimenticia muestran un incremento en los patrones de 

proliferación y apoptosis sugiriendo un incremento en la dinámica de recambio celular 

en el hígado (Molina-Aguilar et. al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10a. Actividad de la proteína Caspasa3 en Hígado en el grupo AL y HRC. La 

barra blanca es el periodo de luz y la barra negra el periodo de obscuridad 12:12. La 

barra sombreada es el horario de acceso al alimento (Molina-Aguilar et. al., 2012). 
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3. HIPÓTESIS 

El horario de restricción calórica genera cambios en la ritmicidad diaria de la expresión 

de p53 en el hígado. 

4. OBJETIVO 

Evaluar los cambios generados por el horario de restricción calórica en la expresión de 

la proteína p53. 

Objetivo particular: evaluar la abundancia relativa de la proteína p53 por Western Blot 

en condición AL y HRC en homogenado de hígado, núcleo y citosol de hepatocitos. 

 

Figura 10b Expresión de la proteína PCNA en Hígado en el grupo AL y HRC. La barra blanca es 
el periodo de luz y la barra negra el periodo de obscuridad 12:12. La barra sombreada es el 
horario de acceso al alimento (Molina-Aguilar et. al., 2012). 
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5. METODOLOGÍA 

Las ratas macho de la cepa Wistar se utilizaron con un peso de 180 ±  20 g al inicio del 

experimento, estas ratas y se mantuvieron bajo condiciones de  luz-obscuridad 12:12 (el 

encendido de la luz fue a las 08:00 h). Los tratamientos experimentales se realizaron 

siguiendo la norma aprobada por “la guía para el cuidado y uso de animales en 

experimentación” de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) y 

conforme a las normas internacionales de ética recomendadas por Portaluppi et al., 2008. 

Los animales se colocaron en grupos de 4 ratas por caja de acrílico transparente (40 x 50 

x 20 cm) con libre acceso al agua y alimentados con dieta estándar (Rodent Lab Chow 

5001, Purina Inc) y con temperatura de ~ 21˚ centígrados.  

Las ratas se asignaron de forma aleatoria en una de dos condiciones durante 21 días: 

Grupo AL presenta ratas con acceso al alimento 24 h (Ad Libitum). El grupo HRC con 

ratas expuestas a un horario de restricción calórica (acceso al alimento de 12:00 a 14:00 

h). Se ha comprobado que 2h de acceso al alimento de forma diaria reduce el consumo ~ 

23-30% de alimento comparado con ratas Ad Libitum sin presentar mal nutrición.  Se 

sacrificaron 4 ratas por cada grupo AL y HRC por decapitación cada 3 h, comenzando a 

las 8 horas hasta completar un perfil de 24 h (diurno) (Honma et. al., 1983 y Arellanes-

Licea et. al., 2014).  
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5.1 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR 

5.1.1 Homogenado: se obtuvieron ~5 g del hígado y se homogenizo en Buffer A: 

sacarosa 225 mM, Tris-HCl 10 mM, 1 mM DTT (Ditiotreitol), EGTA (ácido tetraacético 

etilenglicol) 0.3 mM suplementado con coctel de inhibidores de proteasas(0.1 mM 

PMSF, 0.1 mM benzamidina, 10 µl de pepstatina A, 1µg/ml de aprotina, 1µg/ml de o-

fenantrolina y 10 µg/ml de leupeptina) pH 7.4 (No. de catálogo P8340 SIGMA) de esta 

manera se obtuvo el Homogenado total. 

5.1.2 Fracción Nuclear: se utilizó ~1g de hígado y se homogenizó en 5 ml de Buffer A. 

El homogenado se decantó en 15 ml de Buffer B (Sacarosa 250 mM, Tris-HCl 10 mM) 

pH 7.5, posteriormente se centrifugo a 3,500 rpm durante 20 min el pellet se resuspendió 

en 500µl de Buffer C (40% glicerol, 50mM Tris-HCl, 5mM MgCl2, 0.1 Mm 

EDTA(Ácido etilendiaminotetraacético) obteniendo la fracción enriquecida con núcleos. 

5.1.3 Fracción Citosólica: el sobrenadante de la fracción nuclear fue centrifugado a 

10,000 rpm por 20 minutos el sedimento es la fracción mitocondrial. El nuevo 

Figura 11. Metodologia experimental. La barra blanca significa el periodo de luz y la 

barra negra el periodo de oscuridad. AL (Ad-Libitum), HRC (Horario de restricción 

calórica. Se muestraan los horarios en que se sacrifica a los animales concluyendo los 21 

días del experimento. 

https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiMnvvq5JjKAhXD7CYKHURHALAQFggbMAA&url=https%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2F%25C3%2581cido_etilendiaminotetraac%25C3%25A9tico&usg=AFQjCNFBJSE78vX4Ea1QkLa4eeDA1j_3pw
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sobrenadante fue ultracentrifugado a 100,000 rpm por 60 min obteniendo la fracción 

citosólica en el sobrenadante. 

5.2 WESTERN BLOT  

Se utilizaron geles de poliacrilamida al 10%. El gel separador  inferior se constituyó por 

0.05 M TRIS pH 8.8, agua destilada, Tris 0.5 M pH 6.8, SDS 10% (100 ul), Acrilamida 

30%, Persulfato de Amonio 10% es un iniciador en la polimerización, TEMED 

(tetrametiletilendiamina) acelera la polimerización de la acrilamida. Gel concentrador 

(4%) en 0.125 M TRIS pH 6.8 agua destilada, Tris 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, Acrilamida 

30%, Persulfato de Amonio 10% es un iniciador en la polimerización, TEMED 

(tetrametiletilendiamina) acelera la polimerización de la acrilamida. Después se realizó 

una electroforesis con Buffer de corrida pH 8.3 por 30 min/80 v, seguido de 90 min/120 

v.  

La transferencia del gel se realizó en membrana de PVDF (polifluoruro de vinilideno) 

(No.de catalogo IPVH00010 Millipore) se activa en metanol absoluto por un min se 

utilizó en la fracción de homogenado y fracción citosólica, en la fracción nuclear se 

utilizó membrana de nitrocelulosa (No. de catálogo 162-0115 BIO-RAD) la 

transferencia tiene una duración de  40 min a 22 volts en homogenado, en fracción 

citosólica 35 min 22 volts, fracción nuclear 45 min a 23 volts en la cámara de 

transferencia, bloqueo 1 hora con leche descremada  5%, 3 lavados de 10 min (Buffer de 

Lavado PBST).  

Las membranas se incubaron toda la noche con los anticuerpos primarios p53 Anti-p53 

(ab26 Abcam) a una concentración de 1:1000, GAPDH(Anti-GAPDH ab9485 Abcam) a 
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una concentración de 1:1000 utilizado como un control de carga en homogenado, 

fracción citosólica p53 Anti-p53 (ab26 Abcam) a una concentración de 1:1000, β-actina 

Anti- β-actina (#4970 cell signaling) 1:1000, fracción nuclear p53 Anti-p53 (ab26 

Abcam) a una concentración de 1:1000, Lamin B1 Anti-Lamin B1(ab16048 Abcam) a 

una concentración de 1:1000. Después se realizaron 3 lavados de 10 min (Buffer de 

Lavado PBST ) y se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario Donkey-

Anti-mouse (sc2320 Santa Cruz) a una concentración 1:500 en homogenado y 1:1000 en 

fracción citosólica y nuclear y Donkey-Anti-rabitt (sc2315) a una concentración 1:1000 

en homogenado y fracción nuclear en fracción citosólica se utilizó 1:4000, seguido de 3 

lavados de 10 min (Buffer de Lavado PBST ) y fueron reveladas con BIO-RAD AP 

Conjugate Substrate Kit (No. de catálogo 170-6432).  

 

6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se realizaron pruebas de ANDEVA de 1 vía y de 2 vías. Los datos se agruparon por 

condición experimental y tiempo (valor promedio ± error estándar). Para detectar 

ritmicidad se realizó la prueba de ANDEVA de 1 vía. Se realizó la prueba ANDEVA de 

2 vías con un factor por grupo (2 niveles) y un factor de tiempo (8 niveles) entre los 

grupos AL y HRC. Las pruebas de ANDEVA fueron seguidas de la prueba post-hoc 

Tukey utilizando el programa GraphPad Prism 5, todas las gráficas se realizaron con el 

programa Sigma Plot 12.0. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Cuantificación de p53 en homogenado y fracción citosólica de hígado. 

El promedio de la proteína p53 no tuvo cambios en homogenado ni en fracción 

citosólica de los dos grupos AL y HRC. En ningún horario se presentaron diferencias 

estadísticas, corroborando que no hay ritmo en ninguno de los dos grupos.  

El análisis ANDEVA de una vía no mostró diferencias significativas comparando el 

grupo AL F (7,38)=0.483, p=0.8405 y HRC F (7,38)=0.602, p=0.7507 en fracción de 

homogenado.  

El análisis ANDEVA de dos vías no mostró diferencias significativas en tiempo F 

(7,76)=0.777, p=0.6081, alimentación F (1,76)=2.21, p=0.1412, ni interacción entre 

tiempo y alimentación F (7,76=0.269, p=0.9641, generaron cambios en los niveles de la 

proteína p53 en la fracción de homogenado (Figura 11). 

El análisis ANDEVA de una vía no mostró diferencias significativas comparando el 

grupo AL F (7,24)=0.09992, p=0.9978 y HRC F (7,24)=0.3555, p=0.9190 en fracción 

citosólica (Figura 11). 

El análisis ANDEVA de dos vías no mostró diferencias significativas en tiempo F 

(7,48)=0.25, p=0.9707, alimentación F (1,48)=0.50, p=0.4831, ni interacción entre 

tiempo y alimentación F (7,38)=0.32, p=0.9400, generaron cambios en los niveles de la 

proteína p53 en la fracción citosólica (Figura 12). 
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Figura 12. Cuantificación de p53 en homogenado de hígado. En el eje de las Y se muestran los valores 

normalizados de p53 con GAPDH. En el eje de las X se muestran los horarios a los que se tomaron 

muestras graficados por tiempo (h). Los círculos azules corresponden al grupo AL y los círculos grises 

corresponden al grupo HRC. Las barras en cada circulo indican el error estándar (P > 0.05). La barra 

blanca es el periodo de luz y la barra negra el periodo de obscuridad 12:12. La barra sombreada es el 

horario de acceso al alimento.  
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Figura 13. Cuantificación de p53 en fracción citosólica de hígado. En el eje de las Y se muestran 

los valores normalizados de p53 con β-actina. En el eje de las X se muestran los horarios a los que 

se tomaron muestras graficados por tiempo (h). Los círculos azules corresponden al grupo AL y los 

círculos grises corresponden al grupo HRC. Las barras en cada circulo indican el error estándar (p 

>0.05). La barra blanca es el periodo de luz y la barra negra el periodo de obscuridad 12:12. La 

barra sombreada es el horario de acceso al alimento. 
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7.2 Cuantificación de p53 en fracción nuclear de hígado. 

Se realizó una prueba (T-student) encontrando diferencias significativas p=0.0011, 

presentándose un aumento de ~48% de la proteína p53 en el grupo HRC comparado con 

el grupo AL (Figura 14). 

El análisis estadístico de ANDEVA de 1 vía F (7,24)=1.511, p=0.2112 no mostró 

cambios significativos en los grupos AL y HRC mostrando que no existe una ritmicidad 

circadiana en la translocación de p53 al núcleo. Por otro lado el análisis de ANDEVA de 

2 vías no mostró diferencias en tiempo F (7,46) = 1.90, p = 0.091, en el grupo HRC, ni 

en la interacción F (7,46)=0.69, p=0.6836, la alimentación presenta diferencias 

significativas F (1,46)=11.27, p=0.0016, y estos cambios se asocian al periodo del 

encendido de la luz 5h y 8h (Figura 15). 

 

Figura 14. Gráfica del promedio de la proteína p53 en fracción nuclear. El HRC 

incrementó un 48%  a la proteína  p53 en fracción nuclear. 
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Figura 15. Cuantificación de p53 en fracción nuclear de hígado. En el eje de las Y se muestran los valores 

normalizados de p53 con Lamin B1. En el eje de las X se muestran los horarios a los que se tomaron 

muestras graficados por tiempo (h). Los círculos azules corresponden al grupo AL y los círculos grises 

corresponden al grupo HRC. Las barras en cada circulo indican el error estándar, los asteriscos indican 

que el horario 8 y 5 h HRC presentan diferencias significativas p<0.05 comparado con el grupo AL. La 

barra blanca es el periodo de luz y la barra negra el periodo de obscuridad 12:12. La barra sombreada es el 

horario de acceso al alimento. 

8. DISCUSIÓN 

La proteína p53 está regulada por modificaciones covalentes como ubiquitinación, 

fosforilación, metilación y acetilación, es translocada al núcleo para iniciar procesos de 

reparación al ADN (Tang et. al., 2008, Dimitrio et. al., 2013). El anticuerpo de la 

proteína p53 utilizado en este trabajo reconoce el epítope de 213 a 217 aminoácidos sin 

distinguir cambios postranscripcionales antes mencionados. La proteína p53 juega un 
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papel muy importante en los procesos de reparación de daño al ADN controlando la 

proliferación celular y la inducción de apoptosis en condiciones sanas, además se ha 

evidenciado que la ausencia de esta proteína no solo genera cambios celulares sino 

incluso fisiológicos y conductuales de tipo circadiano (Hamada et al., 2014). En los 

últimos años se ha incrementado el interés por conocer la relación que existe entre el 

reloj molecular y la proteína p53. 

Estudios de proteómica en hígado han revelado que existe oscilación circadiana en 

proteínas solubles hasta de un 50% que no se ve necesariamente reflejado en 

oscilaciones del correspondiente ARNm. Los estudios proteómicos incluyen la 

identificación y la cuantificación de proteínas, su localización, modificaciones, 

interacciones, actividades y de su función. De este modo se han propuestos nuevos 

niveles de regulación que van desde el nivel transcripcional, traduccional y post-

traduccional (Partch et. al., 2014).  

Resultados publicados por nuestro grupo de trabajo demuestran que protocolo de HRC 

sincroniza el reloj molecular (Luna-Moreno et. al., 2009, Arellanes-Licea et. al., 2014), 

además de modificar la dinámica de algunos de los procesos relacionados con la 

actividad de ciclo celular y de apoptosis (Molina-Aguilar 2012).  

Las ratas que se encuentran bajo acceso al alimento de forma Ad-Libitum presentan la 

acrofase de la proteína Per1 en el periodo de oscuridad (2:00 am) (Figura 9a), esta 

proteína induce la activación de la vía de reparación conformada por ATM/Tim /Chk1 y 

Chk2 induciendo arresto del ciclo celular, reparación de ADN e incluso apoptosis 
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(Chen-Goodspeed & Lee 2007). Ya que la reparación del ADN se esperaría que suceda 

después de la activación de la vía ATM/Tim /Chk1 y Chk2 cerca de las 2:00 am, se 

observa que el PCNA (proteína marcadora de la fase S) (Figura 10b) se presenta a las 

5:00 pm, momento para el cual ya se ha reparado el ADN. Cabe señalar que la presencia 

de p53 en el núcleo de hepatocitos en ratas con acceso al alimento de forma Ad Libitum 

no presentó ritmicidad circadiana (Figura 15).     

Ya que el heterodímero CLOCK/BMAL1 inducen la transcripción de p53, (Arellanes-

Licea et. al., 2014) demostraron en ratas bajo el protocolo de HRC la proteína BMAL1 

tiene su acrofase cerca de las 23h (Figura 9b) y la acrofase de p53 en núcleo de ratas 

con HRC (Figura 15) se da entre el horario de las 5 y 8 am, tomando en cuenta el 

tiempo que tardan los procesos de transcripción/traducción y translocación de p53 al 

núcleo, se sugiere que efectivamente; los niveles de proteína en núcleo están 

influenciados por el reloj molecular . 

Las alteraciones en la maquinaria del reloj molecular han sido relacionadas con 

numerosas patologías como el cáncer, sugiriendo una dependencia del ciclo celular al 

reloj molecular (Masri et. al., 2013). En este estudio evidenciamos que el HRC tiene un 

efecto importante sobre la translocación de la proteína p53 al núcleo, incrementando un 

48% su concentración (Figura 14) lo que sugiere un incremento en la capacidad de 

respuesta de las células hepáticas ante daños provocados al ADN evitando daño celular 

irreversible. 
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El proceso de apoptosis o muerte celular programada se da de forma autorregulada con 

el fin de controlar el desarrollo, crecimiento y diferenciación de los tejidos. Su papel es 

crucial en la destrucción de células dañadas como en el cáncer, caracterizado por 

presentar una proliferación descontrolada. Datos recientes han demostrado reloj 

molecular circadiano regula el proceso de apoptosis : 1) La apoptosis, a través de las 

expresiones rítmicas de proteínas anti-apoptóticas de la familia Bcl-2 y pro-apoptótica 

BAX, 2) La detección de daño en el ADN a través de las interacciones moleculares de 

ATM/ATRIP con proteínas del reloj PER, CRYs y TIM y 3) en la reparación del ADN a 

través de actividades rítmicas o niveles de O6-ADN metiltransferasa metilguanina, una 

proteína que esconde las lesiones del ADN alquilados letales producidas por 

nitrosoureas (Matsunaga et. al., 2011). 

En este protocolo se pudo identificar que las ratas con HRC presentan dos picos de 

actividad apoptótica durante el periodo de oscuridad y por otro lado la translocación de 

p53 al núcleo presenta también su mayor incremento en el periodo de oscuridad. Ya se 

ha demostrado que el heterodímero CLOCK/BMAL1 incrementan la taza de apoptosis, 

resultados publicados por (Arellanes-Licea et. al., 2014) muestran que el HRC modifica 

el horario de la acrofase para BMAL1, estando incrementada en el periodo de oscuridad, 

sugiriendo una correlación directa entre el RM y los niveles de apoptosis a través de la 

proteína p53 (Figura 10b). 
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9. CONCLUSIÓN 

El horario de restricción calórica generó un incremento de la proteína p53 en la fracción 

nuclear durante el periodo de oscuridad. 

La proteína p53 no presenta cambios en homogenado y fracción citosólica. 

Los cambios encontrados en p53 fueron inducidos por la ingesta calórica y no por la 

ritmicidad circadiana. 
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