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1 Resumen

El acido araquidonico (AA) es un acido graso altamente bioactivo implicado en
procesos inflamatorios y juega un papel en el desarrollo 6ptimo en las etapas
tempranas de la vida. Ademds, se sabe que en cultivo celular el AA es un
modificador de la metilacion de ADN (mADN), tanto global como gen-especifica, que
esta asociado con un incremento de lipogénesis de novo. Sin embargo, la relevancia
de estas observaciones - tanto con respecto a los efectos a corto como a largo plazo
de AA in vivo - es desconocida.

Para este fin se analiz6 si existe una asociacion entre la exposicion a AAy la mADN
global como de genes especificos en una cohorte de hombres mexicanos
metabolicamente sanos divididos por indice de masa corporal (IMC) y en un modelo
experimental de raton de la cepa BALB/C. En ambos estudios se analizé si existen
correlaciones entre la mADN, acidos grasos especificos y el peso corporal o el peso
organo especifico. Respecto a lo anterior, en humanos se analizaron muestras de
sangre periférica tomadas durante 8 horas en intervalos de 2 horas después de
ingesta de una dieta representativa occidental (dia postprandial) o en ayuno. En
ratones, se analizé higado, cerebro y testiculos después de una exposicién a una
dosis moderada de AA durante el periodo periconceptual por tres generaciones.

El trabajo experimental demostrd que el AA es un importante modulador de la mADN
in vivo. Las conclusiones principales fueron: 1) el AA estd asociado con un
incremento en la mADN en sangre periférica de humanos y en el higado de ratones;
2) en ratones el AA esta asociado con un aumento de peso corporal, higado y del
cerebro, acumulativo a través de las generaciones, aunque transitorio; 3) el peso
del higado correlaciona con la mADN global y cis-7-hexadecenoico, un acido graso
gue se acumula de manera preferencial en las gotas de lipidos; 4) en ratones
machos las asociaciones descritas en el inciso 3) dependen de la mADN de la regién

promotora de la desaturasa estearoil-Coenzima A 1.
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1 Abstract

Arachidonic acid (AA) is a highly bioactive fatty acid that is implicated in inflammatory
processes and plays a role in optimal development during early stages of life. In
addition, in cell culture AA is a known modifier of both global and gene-specific DNA
methylation (DNAm) that is associated with de novo lipogenesis However, the
relevance of these observations - both with respect to short and long-term effects of
AA exposure in vivo - is unknown.

To this end, we asked whether AA exposure affects global and/or gene-specific
DNAm, either in an obesity-discordant cohort of metabolically healthy Mexican men
or in an experimental mouse model of the BALB/C strain. In both studies, we probed
for correlations between DNAmM, specific fatty acids, whole body and tissue-specific
weights. With respect to the latter, in humans we analyzed peripheral blood samples
taken at 2-hour intervals during an 8-hour period after either a single Western diet-
representative meal (post-prandial) or no meal (fasting). In mouse, we analyzed liver,
brain and testes following maternal and paternal exposure to a moderate dose of AA
for three consecutive generations during the periconceptual period.

The experimental work showed that AA is an important modulator of DNAm in vivo.
The main conclusions were: 1) AA is associated with an increase in DNAm in human
peripheral blood and mouse liver; 2) AA exposure is associated with a cumulative,
albeit transient, increase of whole body, liver and brain weight in mice across three
generations; 3) liver weight correlates with global DNAmM and the anti-inflammatory
cis-7-hexadecenoic fatty acid, an anti-inflammatory fatty acid that preferentially
accumulates in lipid droplets; and 4) in male mice the associations described in point
3) correlate with DNAm of the promoter region of desaturase stearoyl-Coenzyme A
1.
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2 Introduccioén

Los mecanismos epigenéticos estan intimamente asociados con el proceso de la
regulacion de la transcripcion. Las modificaciones epigenéticas incluyen la
metilacion del ADN (mADN) y modificaciones a los extremos N-terminales de las
histonas y ambas son reversibles. Estas modificaciones pueden variar de manera
tejido-especifica durante el desarrollo y en la enfermedad. De hecho, todas las
enfermedades no transmisibles (ENT) - como por ejemplo el cdncer, enfermedades
cardiovasculares y diabetes tipo 2 - muestran cambios en la mADN. A nivel mundial
y en México, las ENT representan las primeras causas de muerte y/o discapacidad
y sus factores de riesgo principales son factores modificables como la dieta y la
actividad fisica. Dado que la epigenética funciona como un vinculo entre el ambiente
y el fenotipo, entender los efectos epigenéticos de elementos nutricionales
individuales puede ayudar a bajar o prevenir las incidencias de ENT dentro y a
través de generaciones.

Respecto a la prevencion, la teoria de Barker, conocida también como programacion
fetal o metabdlica, fue la primera en proponer el origen fetal de las ENT [1]. El
crecimiento y el desarrollo del feto estdn determinados por factores ambientales y
biolégicos, como el estado nutricional de la mujer embarazada, la funcion
placentaria y la capacidad del feto para utilizar los nutrientes [2]. A nivel molecular,
se supone que el periodo periconceptual representa un momento muy vulnerable
para inducir cambios en la mMADN, dado que estas modificaciones son
“reprogramadas” casi por completo durante la preimplantacién en mamiferos [3,4];
es decir, casi toda la mADN se borray se restablece durante este periodo. De hecho,
estudios con dietas controladas en ratones muestran que la dieta materna y paterna
durante periodos periconceptuales estan asociadas con cambios epigenéticos y
metabdlicos en la progenie adulta dentro y a través de generaciones [5-11].

Los acidos grasos (AG) son un componente importante de la dieta, y nosotros
estamos interesados en el papel que tienen como modificadores de la mADN a corto
y al largo plazo. En lo particular, hemos mostrado que los acidos araquidonico (AA),
oleico y elaidico, inducen cambios rapidos y especificos en la mADN en cultivos

celulares [12,13]. El AA y el &cido elaidico promueven la hipermetilacion, mientras

14



gue el acido oleico produce hipometilacion. Ademas, para el acido elaidico se
corrobord que su efecto hipometilante se mantiene a largo plazo in vivo [13]. Es
decir, el efecto de un suplemento de elaidico durante el embarazo o la lactancia,
produce un cambio en la mADN global y del contenido de AG especificos en el tejido
adiposo de la progenie adulta.

En conjunto, estos trabajos muestran que AG especificos juegan un papel
importante en la mADN. Entre ellos esta el AA que tiene un papel importante en
varios procesos biolégicos, como ejemplo la sintesis de agentes anti y
proinflamatorios y en el desarrollo temprano. Sin embargo, se desconocen los
efectos de estos AG sobre la mADN a corto o largo plazo in vivo.

Para este fin se analiz6 si existe una asociacion entre la exposicion a AA a
concentraciones fisiologicas y la mADN global y gen-especifica en una cohorte de
hombres mexicanos y un modelo experimental de ratones. En ambos estudios se
analizé si existen correlaciones entre la mADN, AG especificos y el peso corporal y
el peso de tejidos especificos.

El trabajo experimental resulté en dos articulos de investigacion que muestran que
el AA es un importante modulador de la mADN in vivo en humanos y en ratones
[14,15]. En el ratdn, observamos que una dosis moderada de AA esta asociada con
un incremento transitorio en el peso corporal y el peso de tejidos especificos de
manera transgeneracional. Esto es interesante ya que “imita” la realidad de la
epidemioldgica actual en el mundo y ayuda a la reflexién de la importancia del

contenido de AA en la dieta.

2.1 El medio ambiente y el riesgo de enfermedad
Muchas décadas de estudios tanto moleculares como epidemiol6gicos muestran un
impacto significativo del ambiente en la etiologia de enfermedades que no pueden
ser explicadas unicamente por factores genéticos. Por ejemplo, los polimorfismos
de un solo nucle6tido (SNP, por sus siglas en inglés) en estudios a lo largo del
genoma (GWAS, por sus siglas en inglés) usualmente explican menos del 20% de
la variacion fenotipica [16]. De igual manera, la discordancia en enfermedades entre

gemelos monocigaoticos y el incremento dramatico de la incidencia de enfermedades
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no transmisibles (ENT), muestran como el componente ambiental puede tener un
gran peso en la etiologia de dichas enfermedades [17].

En México, el perfil de la salud publica evolucioné en las Ultimas décadas, pasando
de estar caracterizado por una alta mortalidad asociada a enfermedades
infecciosas, a otro en la cual las principales causas de muerte se deben a ENT [18].
La Organizacion Mundial de la Salud atribuye esta transicién en parte a cambios en
la dieta, al sedentarismo y la obesidad [19].

La composicion de la dieta tiene repercusiones directas en la salud, tanto a corto
(dentro de una generacion) y a largo (a través de generaciones) plazo. Existen una
gran variedad de estudios que asocian el riesgo cardiovascular con el tipo y la
cantidad de lipidos en la dieta [20]. Un ejemplo es la dieta mediterranea,
caracterizada por el alto consumo de granos enteros, una alta relacion de AG
monoinsaturados/saturados (respectivamente MUFA y SFA, por sus siglas en
inglés) y el moderado consumo de lacteos y bajo consumo de carnes. Se sabe que
las poblaciones que viven en las regiones mediterraneas que tienen apego a esta
dieta muestran una menor incidencia de eventos vasculares [21]. El beneficio de la
dieta mediterranea respecto a enfermedades cardiovasculares y otras ENT esta
también comprobado por intervenciones dietéticas, en particular intervenciones que
sustituyen los SFA por los AG poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés) [22].
Otro enfoque en la nutricibn es el papel de la relaciéon entre los PUFA omega
6/omega 3 (n-6/n-3). Las recomendaciones nutricionales indican que esta relacién
debe ser alrededor de uno [23-26]

Otros estudios epidemioldgicos en humanos o con dietas controladas en mamiferos
inferiores, muestran que el tipo y/o cantidad de la nutricion durante fases tempranas
del desarrollo afecta al riesgo de enfermedad adulta, del individuo expuesto y de
manera transgeneracional [27]. A continuacion, se discutiran algunos estudios tanto

en humanos como en ratones que respaldan lo anterior.

2.2 Origen de la enfermedad en el desarrollo temprano.
2.2.1 Estudios en humanos
La programacion se describe como el proceso en que un estimulo beneficioso o

dafino durante un periodo critico del desarrollo tiene efectos duraderos a lo largo
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de la vida [1]. Las primeras evidencias de programacion fueron publicadas por
Forsdahl, quien reportaba que la pobreza durante la adolescencia seguida por
prosperidad, se correlaciona positivamente con muerte asociada a enfermedad
cardiaca en la vida adulta [28]. A su vez, Barker encontré una correlacion entre el
bajo peso al nacer y riesgo de ECV en la vida adulta [29], asi como un incremento
en el sindrome metabdlico de hasta 10 veces. Este sindrome, se caracteriza por
intolerancia a la glucosa, hipertension e hiperlipidemia [30]. Muchos estudios en
diferentes partes del mundo han confirmado estas observaciones [31].
Colectivamente, los estudios pioneros de Forsdahl y Barker generaron la hipotesis
Forsdahl-Barker que sugiere que un suministro nutricional desfavorable intrauterino,
tiene una influencia metabdlica en el feto, que conduce a un peso reducido al nacer
y a enfermedades metabdlicas en la vida adulta. Esta hipétesis condujo al desarrollo
de una nueva rama de conocimiento cientifico conocida como “origen de la salud y
enfermedad en el desarrollo” (DOHaD; por las siglas en inglés de Developmental
Origins of Health and Disease) [32,33].

Un ejemplo son los estudios de los efectos de la hambruna en Holanda durante el
fin de la segunda guerra mundial. Los investigadores utilizaron datos perinatales de
la progenie de mujeres que estuvieron expuestas a la inanicion durante el embarazo
durante los afios 1944-1945. Las separaron de acuerdo al periodo que se dio la
carencia (embarazo temprano, medio y tardio) y posteriormente analizaron
pardmetros metabdlicos como glucosa, lipidos, antropometria y presion arterial de
la progenie adulta. De manera muy interesante encontraron que existe una
correlacion entre el tiempo de exposicion in utero y el trastorno metabdlico presente
en la vida adulta: la exposicion durante la gestacion temprana se asocié con mayor
incidencia de intolerancia a la glucosa; durante la gestacion media con
enfermedades de obstruccion de vias respiratorias; y durante el embarazo tardio
con ECV [34-38].

En el contexto de programacion es importante recordar que la programacion fetal
en mamiferos puede también repercutir en las siguientes generaciones (Figura 1).
Por ejemplo, durante el embarazo se producen las células germinales primarias en

el feto y por consecuencia un estimulo durante este periodo puede afectar tres
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generaciones (FO, F1 y F2). Por otro lado, los estimulos que ocurren en estado no
gestante (F0), de igual manera pueden repercutir a la siguiente generacion (F1), ya
gue hay exposicion directa de las células germinales, tanto para mujeres como para
hombres. Esto indica que la exposicion a un estimulo por varias generaciones puede
resultar en efectos acumulativos en el fenotipo a través de generaciones. Implica
también que para poder postular que un estimulo tiene un impacto sobre un fenotipo
de manera transgeneracional, éste debe estar presente en la generacién no
expuesta (F3 para exposicion en etapa gestante, y F2 para la exposicion no

gestacional como es la paterna) (Figura 1) [39,40].

A. Exposicion no gestacional

F

]

Efecto transgeneracional: Efecto reportado en
F2 no expuestas directamente

B. Exposicion gestacional

Feto (F1)

Células germinales (F2) —

!

Efecto transgeneracional: Efecto reportado en
F3 no expuestas directamente

Figura 1. Efecto multigeneracional y transgeneracional. A, en un individuo no gestante, macho
o hembra, un estimulo repercute dos generaciones por la linea germinal, y si el fenotipo trasciende
a la F2 entonces es un efecto transgeneracional (panel izquierdo). B, en un individuo hembra
gestante el estimulo tiene contacto directo con F1 y F2, si el fenotipo esta presente en F3, se dice

gue es un efecto transgeneracional (adaptado de [39,40]).
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Algunos estudios epidemioldgicos han revelado evidencia de una programacion
transgeneracional por la via paterna [41,42]. Con la ayuda de estadisticas historicas
de agricultura y economia de Suecia del inicio del siglo XX, Bygren y sus
colaboradores calcularon la ingesta alimentaria en base a la disposicion y precios
de los alimentos de la época. Concluyeron que si el abuelo paterno tuvo una
abundancia de alimentos entre la edad de 9-12 afios, entonces la tercera generacion
tuvo una esperanza de vida mas corta, mientras que en la linea materna los
resultados no fueron concluyentes [42]. De igual manera, una réplica del estudio
antes mencionado concluyo que si el abuelo tuvo un buen acceso a los alimentos,
el nieto varén tiene un mayor riesgo de morir a causa de cualquier tipo de cancer,
aunque esto no fue cierto para las nietas [43]. En conjunto, estos estudios proponen
gue un estimulo en la etapa prepuberal, puede repercutir de manera duradera y

heredada por la linea paterna en parametros de salud como la esperanza de vida.

2.2.2 Estudios controlados en animales
Experimentos en modelos animales, en especial en ratas y ratones, respaldan la
teoria de programacion fetal y la herencia transgeneracional. La mayoria de ellos
describe los efectos de la restriccion calérica (global o por bajo contenido de
proteina) o dietas altas en grasa (HFD, por las siglas en inglés de high fat diet) e
hipercaloricas durante el embarazo sobre los factores de riesgo de ECV y diabetes,
gue incluyen: hipertension, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa, y
obesidad [10,31,44,45]. Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre los efectos
de los AG individuales. Como nuestro estudio estd relacionado con efectos
acumulativos de AA a través de generaciones, a continuacion, se discutiran
ejemplos de estudios similares usando HFD o dietas con variaciones en las
proporciones n-6/n-3.

2.3 Efectos acumulativos de dietas modificadas en el porcentaje y

tipo de grasa

Li y colaboradores analizaron el impacto de una dieta HFD (60% de la ingesta
calorica) sobre cambios metabdlicos y epigenéticos, y esteatosis hepatica en la
progenie masculina de ratones durante tres generaciones [46]. La progenie de los

ratones que recibieron HFD sin cesar por las generaciones, present6 un incremento
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en la obesidad a los tres meses de edad a través de las generaciones. Esto fue
acompafada por un aumento gradual de esteatosis hepatica, la cual se asocio con
niveles altos de insulina y leptina. A nivel molecular se detectaron cambios en la
MADN de histonas y en la expresion de la metiltransferasa de histonas H3K9 en
higado.

Se han realizado también esfuerzos para entender si la calidad de la grasa influye
mas que la cantidad, por ejemplo realizando ensayos variando la proporcién de los
PUFA n-3 y n-6 o con cantidades elevadas de AG totales [47,48]. Massiera y
colaboradores alimentaron ratones con una dieta “occidental” alta en lipidos (35%
de la energia de grasas totales y relacion 28:1 de &acido linoleico [18:2 n-6].a-
linolénico [18:3 n-3]) durante cuatro generaciones [49]. De manera interesante, los
cambios fueron graduales a lo largo de las generaciones: 1) Los ratones fueron mas
obesos y presentaron hiperinsulinemia; 2) se observdé un aumento de AA y
disminucién de acido docosahexaenoico (DHA; C22:6, n-3) en plasma y tejido
adiposo con respecto al control.

Por otro lado, Masuyama y sus colaboradores publicaron en 2015 un estudio sobre
los efectos multigeneracionales de una HFD antes y durante el embarazo en ratones
hembras [50]. Como era de esperarse, la progenie mostré un fenotipo caracteristico
de la HFD: peso corporal alto y trastorno de metabolismo de la glucosa, entre otros.
Los autores analizaron también cuantas generaciones se requerian para revertir los
efectos acumulativos de la HFD y encontraron que después de tres generaciones
sin HFD los fenotipos presentes (aumento de masa grasa, resistencia a la insulina),
se recuperan.

En otro estudio se suplementaron ratones Kunming con aceite de pescado
(enriquecido en AG n-3) o aceite de soya (enriquecido en AG n-6) durante tres
generaciones [51]. Se observé que en el grupo suplementado con n-3, habia una
disminucién en la tasa de ovulacion y en el tamafio de la camada en las
generaciones F1 y F2. La baja fertilidad estaba asociada con niveles bajos de AA'y
su metabolito prostaglandina E2 asi como a la actividad enzimatica de

cyclooxigenasa-2 que convierte AA en prostaglandina E2 [51].
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2.4 Mecanismos moleculares: la mADN

Los mecanismos potenciales subyacentes a la programacion metabolica pueden ser
las modificaciones epigenéticas que incluyen la mADN y las modificaciones de
histonas [52]. En conjunto estas modificaciones determinan el epigenoma, mientras
que la distribucién de la mADN a lo largo del genoma es conocido como el metiloma.
Para entender las funciones de la mADN se requiere considerar su distribucion a
través del genoma. La mayor parte de la mADN se encuentra en dinucleotidos CpG
de secuencias repetidas y del cuerpo del gen, definido como la regién desde el inicio
de la transcripcion hasta el sitio de terminacion de la transcripcion. La mADN en
secuencias repetidas tiene como funcién suprimir la expresion de elementos
transponibles y asi mantener la estabilidad del genoma [53]. La mayoria de los
promotores se encuentran hipometilados, a pesar que se caracterizan por una alta
densidad de CpG. Estas regiones son conocidas como islas CpG, las cuales
también se encuentran en el cuerpo del gen o entre genes, donde pueden funcionar
como promotores intragénicos o distales [54].

El efecto de la mADN sobre la transcripcion ha sido ampliamente estudiado, y se ha
encontrado una asociacién inversa entre la mADN en las regiones promotoras y la
expresion génica mientras que se observa lo contrario en el cuerpo del gen [55,56].
En cuanto a la mADN en las regiones promotoras, la inhibicion de la transcripcion
resulta de la preferencia de la mayoria de los factores de transcripcidn a los sitios
no metilados [57]. Alun no se sabe con certeza la funcién de la mADN en el cuerpo
del gen; podria estar involucrada en el uso del promotor diferencial y/o en el
alargamiento de la transcripcion, asi como del splicing alternativo [58].

Las enzimas que catalizan la transferencia del grupo metilo al carbono 5 de la
citosina, produciendo 5-metilcitosina (5mC), se conocen como ADN
metiltransferasas (DNMT, por sus siglas en inglés) (Figura 2). La DNMTL1 tiene
afinidad por sitios CpG hemimetilados generados durante la replicaciéon del ADN vy
de esta manera copia patrones de mADN preexistentes en la cadena de ADN recién
sintetizada [59]. Por otro lado la mADN de novo se lleva a cabo por las
metiltransferasas DNMT3A, DNMT3B, DNMT3C y por la cataliticamente inactiva
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DNMT3L [60]. Los mecanismos de demetilacion pueden llevarse a cabo de manera
pasiva y activa. La demetilacion pasiva se observa cuando la replicacion del ADN
rebasa la capacidad de mantenimiento de la mADN, resultando en la dilucion de la
5mC. La demetilacion activa se lleva a cabo por una serie de reacciones que
involucran la oxidacion de la 5mdC por proteinas TET y posterior modificacion de
estos compuestos oxidados dependientes de replicacion, o bien por mecanismo de

reparacion de bases [61].
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Figura 2. La mADN y demetilacion del ADN. 1. La naturaleza palindrémica de la replicacion del
dinucledtido CpG crea ADN hemimetilado. DNMT1 (circulo azul) restaura el ADN hemimetilado a la
mADN completa. 2. La demetilacion pasiva se produce en ausencia de la maquinaria DNMT1y ADN
no metilado después de una ronda posterior de division celular. 3. Posibles vias de demetilacion
activa: una demetilasa directa que convierte 5mC a citosina es, hasta la fecha, especulativa TET
(adaptado de [50]).

La mADN es “reprogramada” durante la preimplantacién y nuevamente durante la

generacion de células germinales primarias [62—64]. Dicha reprogramacion consiste
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en la eliminacién de una gran parte de los patrones de mADN preexistentes y la
imposicion de nuevos patrones célula-especificos asociados con la diferenciacion
celular, la constitucion de los tejidos somaticos en el embrion y de los gametos en
la linea germinal. Estos hechos han sugerido que la fase de preimplantacion y de
maduracion de la linea germinal son periodos criticos en los que los factores
exdgenos pueden interferir con la maquinaria de demetilacion y metilacion,
introduciendo de esta forma errores que afectan al embridén y potencialmente al
adulto, o la progenie [65].

Actualmente, usando microarreglos de la mADN que permiten determinar el estado
de la mADN de ~1.5% de las CpGs en el genoma humano distribuidos a lo largo de
todos los genes, o la secuenciacion completa del metiloma, se sabe que muchas
patologias muestran cambios en la mADN. Entre ellas, enfermedades o condiciones
relacionadas con el estilo de vida, como obesidad [66], aterosclerosis [67] y diabetes
mellitus tipo 2 [68], indicando que la dieta puede tener un papel importante en dichas
modificaciones. Respecto a aterosclerosis, sabemos que aproximadamente el 20%
de los cambios en la mADN correlacionados con la severidad de aterosclerosis se
sobreponen con cambios en la mMADN observados en células expuestas al AA [69].
En el ratdn, el ejemplo mejor documentado de que los factores nutricionales pueden
modificar el metiloma, es el modelo Agouti viable yellow (A%, por sus siglas en
inglés) que regula la produccién de pigmento amarillo en el foliculo piloso y otros
efectos, como obesidad. El alelo AW tiene una insercion de un retrotransposon
particula A intracisternal (IAP, por sus siglas en inglés) dentro de un exén no
codificante rio arriba de los exones codificantes del gen Agouti. La regién LTR (long
terminal repeat por sus siglas en inglés) del IAP funciona como promotor alterno del
gen, promoviendo la transcripcion ectdpica constitutiva de Agouti, produciendo
pelaje de color amarillo [70]. La actividad del alelo A" es variable en un fondo
isogénico y correlaciona con el estado de metilacion del 1AP; al estar hiper o
hipometilado los ratones muestran el color de pelaje silvestre (denominado
pseudoagouti) o color amarillo, respectivamente, mientras que un nivel de mADN
intermedio produce un fenotipo moteado. De manera interesante, las hembras A%

suplementadas con cofactores (folato, vitaminas B) en las reacciones de metilacion
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durante el embarazo, producen una progenie predominantemente pseudoagouti con
hipermetilacion del alelo AW in Utero, y sin el fenotipo (no son amarillos). Ese cambio
de fenotipo es estable a lo largo de la vida adulta.

Estos resultados muestran que los efectos nutricionales pueden tener una
participacion preventiva si se aplica en los momentos de la vida donde el metiloma
es mas vulnerable [11].

En conjunto, estos datos indican que los mecanismos epigenéticos proveen un
modelo molecular para explicar los efectos que el ambiente puede tener sobre el
fenotipo [71] (Figura 3). De interés particular para nosotros es investigar en mas
detalle como los AG de la dieta afectan la mADN a corto y a largo plazo y en relacion

con la dosis y/o longitud del estimulo.
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Figura 3. mADN estable o transitoria en respuesta a un estimulo. Las paletas llenas o vacias

representan residuos de CpG metiladas o no metiladas [54].

2.5 Acidos grasos y mADN
El contenido de los AG en un organismo refleja tanto la composicion de su dieta
como su biosintesis y metabolismo. Los niveles anormales de AG se han asociado
con enfermedades metabdlicas, las cuales a su vez se asocian frecuentemente con
patrones de mADN aberrantes [66—68]. De hecho, existen estudios in vivo e in vitro
gue respaldan la idea de que los AG en la dieta son capaces de remodelar el

metiloma directamente.
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2.5.1 Evidenciain vivo

Estudios en humanos muestran que los AG estan asociados con cambios en mADN
tanto a corto como largo plazo. Una dieta alta en SFA o PUFA por siete semanas
en humanos se tradujo en cambios en la mADN de varios genes del tejido adiposo,
mayormente inducidos por los PUFA [26]. Otro estudio analizé los efectos de una
HFD por 5 dias en el musculo esquelético de adultos clasificados como normal o
bajo peso al nacer [72]. Los dos grupos no mostraron diferencias en la mADN antes
de la intervencion con HFD. Sin embargo, después de la HFD se observo que solo
el grupo de peso normal al nacer presentdé cambios en la mADN. EI mismo
fendmeno se observd sobre cambios en la mADN en los genes de la leptina y la
adiponectina en tejido adiposo después de 36 horas en ayuno. Solo los adultos
clasificados por un peso normal presentaban cambios en la mADN de estos genes
[73]. En conjunto estos dos experimentos muestran que un bajo peso al nacer tiene
efectos a largo plazo sobre la mADN en la vida adulta; en este caso la pérdida de la
plasticidad en la mADN bajo estimulos metabdlicos.

Existe muy poca evidencia respecto a los efectos de AG especificos sobre el
metiloma humano o en otros mamiferos. Un ejemplo son ratones hembras
suplementadas con acido elaidico durante el embarazo y la lactancia [13]. Se
observo que su progenie tenia niveles mas altos de mADN en tejido adiposo a los 3
meses de vida (vida adulta) respecto a los controles, cuyas madres recibieron

unicamente el vector aceite de soya.

2.5.2 Evidenciain vitro

Experimentos in vitro han demostrado que AG especificos inducen cambios en la
MADN. Por ejemplo, una estimulacion con AA o &cido palmitico induce una
respuesta de hipermetilacion en células de monocitos y de islotes pancreaticos
humanos, respectivamente [12,74—76]. Por otro lado, el acido oleico o eicosano-
pentaenoico (EPA) produjo hipometilacion global en células de monocitos o gen-
especifica en células de leucemia, respectivamente [12,77].

Respecto a la hipermetilacion inducida por el AA en células monociticas THP-1 o
fibroblastos embrionarios de ratén, se sabe que es completamente dependiente de

la actividad del receptor nuclear activada por el proliferador de peroxisoma alfa
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(PPAR) y la B-oxidacion mitocondrial, y parcialmente dependiente de Sirtuina 1
(Sirtl) [12] . El ultimo es una deacetilasa de histonas que entre sus blancos esta un

coregulador de PPARa, Ppar-gamma, coactivador 1 alfa [12,78,79].

2.6 El AA: un acido graso poliinsaturado y su metabolismo

El AA (C20:4n-6) es un PUFA originado a partir de su precursor, el &cido linoleico,
o bien, puede provenir directamente de la dieta. Las principales fuentes de AA en la
dieta son el pollo y el huevo, en menor medida la carne de res, puerco, pavo y
embutidos [80]. Los PUFA, y en particular el AA, representan mucho mas que
fuentes energéticas y de funcion estructural. Son moléculas con varias funciones
biologicas, incluyendo el mantenimiento de la fluidez de la membrana celular, la
agregacion plaquetaria, proteccién contra el estrés oxidativo, e inhibicion o
promocion de procesos inflamatorios, entre otras [25].

El AA esta también asociado con parametros de desarrollo éptimos en las etapas
tempranas de la vida [81]. Por ejemplo, existe una correlacidon positiva entre el peso
al nacer y la circunferencia de cabeza y los niveles de AA en sangre del cordon
umbilical de recién nacidos prematuros [82]. También se encontré una correlacién
entre la densidad 6sea y el contenido de AA en la sangre umbilical [83,84]. A su vez,
suplementarlo en cerdos en etapas tempranas del desarrollo se traduce en una
mayor densidad 6sea y peso corporal [85]. La deficiencia de AA en modelos murinos
se traduce en un retardo del crecimiento, afecciones en la piel, Ulceras en cérneas
e intolerancia a los alimentos [86]. Por lo anterior, el AA esta suplementado casi de
manera estandar en todas las férmulas lacteas con la recomendacion nutricional de
gue su contenido sea de al menos de 0.35% en AG, y considerandose adecuado el
0.5 % [87,88]. Por otro lado, un estudio reciente en poblacién infantil mexicana
encontré una correlacion positiva entre la relacion AA/EPA y el peso en nifios
obesos [84].

El AA es transportado al plasma en forma esterificada y no esterificada, unido a
lipoproteinas y albumina, respectivamente, y es compartimentalizado en los
fosfolipidos de la membrana celular [89]. Diversos estimulos fisicos y quimicos
movilizan el AA para su subsecuente metabolismo, como para la produccién de los

eicosanoides (prostanoides, leucotrienos, lipoxinas acidos epoxieicosatrienoicos y
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acidos hidroxieicosatetraenoicos), para ser convertido a AG de cadena larga, o sufrir
B-oxidacion [90,91].

Tanto los PUFA n-3 como n-6 pueden servir como precursores de prostaglandinas
(PG). El AA es el precursor inmediato de las PG de la serie dos, mientras que las
PG de la serie tres se derivan del EPA (Figura 4). Ya que el metabolismo de los
PUFA n-3 y n-6 comparten las mismas enzimas, la proporcién y cantidad de las PG
producidas estaran alteradas por el contenido en la dieta de los n-3 y n-6 [92]. Los
eicosanoides derivados de n-6 son comunmente considerados proinflamatorios -
por ejemplo, las enzimas ciclooxigenasa 1y 2 (COX1 y COX2) que dan lugar a las
PG, son blancos de terapias antiinflamatorias [93]. Por otro lado los eicosanoides
derivados de los n-3 son antiinflamatorios [94,95]. Sin embargo, esto es resultado
de una simplificacion ya que también ciertos eicosanoides derivados de AA como
PGE: tienen funciones antiinflamatorias [95]. De igual manera, se ha observado que
otro AG, el cis-7-hexadecenoico (C16:1 n-9), producto de la B-oxidacion del acido
oleico, tiene capacidades antiinflamatorias en raton [96]. Este dato es de especial
interés, ya que la estimulacion con AA en monocitos cultivados produce la
acumulacion de este AG [96].

En la actualidad, existe mucha controversia acerca del papel que tienen los n-6 en
la enfermedad, y en especial los productos del metabolismo de AA sobre procesos
inflamatorios. Por un lado, varios autores han asociado el consumo elevado de éstos
con la produccion de marcadores proinflamatorios y un mayor riesgo de padecer
enfermedades metabdlicas [95,97]; por otro lado, otros estudios no son del todo
concluyentes [98,99]. Otro componente que complica entender los efectos de AA
sobre procesos inflamatorios es el hecho que también EPA y DHA dan lugar a
compuestos que afectan estos procesos [100]. Ademas, falta todavia mucha
informacion acerca del mecanismo exacto involucrado en la liberacion preferencial
de AA, EPA o DHA de los lipidos de la membrana celular y su subsecuente
conversion a sus productos especificos. Es razonable sugerir que un balance entre
estos compuestos mutuamente antagonistas tiene un papel fundamental en la

iniciacién, progresion y resolucién de procesos patoldgicos [101].
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Figura 4. Metabolismo de los PUFA n-6 y n-3. El metabolismo de los PUFA es un proceso

complejo que involucra muchas enzimas desaturasas y elongasas, asi como de B-oxidacién. En la

figura se muestra la ruta del metabolismo de n-6 y n-3 hacia los AG mas insaturados y largos de

cada familia, asi como los eicosanoides derivados, de arriba para abajo, comenzando con la serie

de 18 carbonos provenientes de la dieta (adaptado de [102]).
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Dado que el AA puede promover cambios en la mADN in vitro, el enfoque principal
de esta tesis es explorar los efectos de AA in vivo sobre estos parametros en
humanos y un modelo de raton. Para este fin analizamos: 1) si existe una correlacion
entre la mMADN y AA en una cohorte de humanos en respuesta a una sola dieta por
un dia, asi como el estado metabdlico; 2) el efecto de un suplemento de AA en
etapas periconceptuales en ratones sobre la mADN total y gen-especifica, asi como
su relacién con los AG sistémicos; y 3) los efectos de un suplemento de AA sobre
el peso corporal y en tejidos especificos, dado que el AA tiene efecto sobre el peso

y desarrollo en la vida temprana.
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3 Hipotesis

El AA es un modificador importante de la mADN in vivo a corto y a largo plazo; a
corto plazo durante dos estados fisiologicos diferentes en humanos adultos; el
ayuno y el postprandial, y a largo plazo de manera transgeneracional en un modelo

murino.

4 Objetivos

4.1 Objetivo general
Analizar si existe una correlacion entre la exposicion a AA, el peso corporal y la
mMADN en humanos y en un modelo experimental de raton BALB/C dentro y a travées
de tres generaciones.

4.2 Objetivos especificos

. Analizar muestras de sangre, tomadas cada dos horas durante dos dias
experimentales (uno en ayuno y uno postprandial) en 12 hombres clasificados
de acuerdo a su IMC, respecto a:
. El perfil de AG
. La mADN global y gen-especifica en histona deacetilasa 4 (HDAC4) y

piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK4)

. Correlaciones entre peso, mADN y AG especificos

. Suplementar ratones machos y hembras de la cepa BALB/C con AA previo al
cruce (10 dias) o durante el embarazo (20 dias), por tres generaciones.

. Analizar muestras de higado, cerebro y testiculos en progenie de ratones de

un mes de edad expuestas al AA, respecto a:

. Los pesos corporales, de higado y de cerebro

. El perfil de AG

. La mADN en higado, cerebro y testiculos

. La mADN de la region promotora de estearoil-Coenzima A desaturasa

1 (Scdl), Coactivador 1 alfa de PPARG (Pparpgcla) y desaturasa de acidos
grasos 2 (Fads2), en higados

. Correlaciones entre peso, mADN y AG especificos
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5 Estrategia experimental

5.1 Anaélisis en humanos

Participaron en este andlisis doce hombres mexicanos distribuidos equitativamente

entre las tres clases convencionales de indice de masa corporal (IMC): <25 kg/m?,

eutroficos; 225 y <30 kg/m?, sobrepeso; 230 kg/m?, obesos. Los sujetos

consumieron un unico platillo tipico de la dieta "occidental" estandar al inicio del dia

y produjeron cinco muestras de sangre venosa cada dos horas (Figura 5). Los

mismos sujetos se sometieron a ayuno total en un dia distinto y se obtuvieron

también cinco muestras de sangre venosa cada dos horas. Para todas las muestras

se analizé la mADN total, asi como el perfil de 18 AG.

Sujetos Adultos (n=12),

ayuno

después de 12 h de| |

™  Diade ayuno (DA)

I0AM 1Z2PM 2PM 4PM 6 PM
| ] | ] ]

R R

Muestras de sangre (n=60)

~» Dia postprandial (DP)

Comida

+

1I0AM 12PM 2PM 4PM 6FPM
| | || l ]

IR I R

Muestras de sangre (n=60)

Figura 5. Toma de muestras en cohorte de humanos adultos.
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5.2 Estudios en ratones
Todos los experimentos con ratones, se llevaron a cabo en el bioterio de la
Universidad de Guanajuato, Campus Guanajuato, Departamento de Farmacia,
Division de Ciencias Naturales y Exactas, en colaboracion con el Dr. Luis Manuel
Orozco Castellanos.
Se utilizaron ratones de la cepa BALB/C, siguiendo la normatividad sefalada en la
NOM-062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de animales de laboratorio. Se mantuvieron en cama sanitaria y con agua y
alimento ad libitum (5001 LabDiet de PURINA®).
Suplementacion con AA:
Tanto las hembras como los machos recibieron el suplemento de 1.1y 1.35 mg de
AA respectivamente (SIGMA-ALDRICH® Numero de catalogo: A9673 de higado
porcino 299% puro), disuelto en aceite de soya (SBO, por las siglas en inglés de soy
bean oil) (Nutrioli®) libre de AA (Tabla 1). Cada mafana (entre 8 —10 am), se
administr6 el suplemento en un volumen total de 5 yL por via oral, con una
micropipeta en un solo bolo. Los controles recibieron Unicamente el SBO, tanto por
via materna como por via paterna (5 pL) y un grupo no suplementado (NS, la

suplementacion materna y paterna se detalla a continuacion).
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Tabla 1. Perfil de acidos grasos en el alimento para roedor de laboratorio 5001 y
aceite de soya Nutrioli®.

% del total de acidos grasos

5001 Nutrioli®
C14:0 (Miristico) 1.15 ND
C16:0 (Palmitico) 19.74 10.85
C18:0 (Estearico) 10.09 4.76
C20:0 (Araquidico) 0.31 ND
hexadecenoico 009 ND
C16:1n-7 (Palmitoleico) 1.80 ND
C18:1c (Oleico) 28.09 20.92
C18:1t (Elaidico) 3.07 2.35
C20:1 (Eicosenoico) 0.77 ND
C18:2n-6 (Linoleico) 29.92 54.31
C20:4n-6 (Araquidonico) 0.18 ND
C:20:3n-6 (DGLA) 0.11 ND
C18:3n-3 (Linolénico) 2.32 5.38
C20:5n-3 (EPA) 1.06 ND
C20:6n-3 (DHA) 0.99 ND

Se determiné el nivel de AG especificos como se describe
en el inciso 5.5 ND: no detectado.

5.2.1 Suplementacion transgeneracional de AA

La Figura 6 muestra un esquema general de los experimentos con la
suplementacion de AA.

Suplementacion por via materna: Las hembras recibieron una dosis de AA durante
el periodo de embarazo (20 dias) a partir de la fecundacion (dia 1) detectada por la
aparicion de un tapén vaginal [103]. A las 12 semanas de edad, la progenie F1
femenina recibié el mismo tratamiento que sus madres y asi sucesivamente hasta
la generacion F2.

Suplementacion por via paterna: En la generacion FO los machos recibieron la dosis
de AA diariamente durante 10 dias. Después se realizaron las cruzas con hembras
de la misma cepa pura utilizando el efecto Whitten para sincronizar el periodo estral
de las hembras [104]. A las 12 semanas de edad, la progenie F1 masculina recibi6

el mismo tratamiento que sus padres y asi sucesivamente hasta la generacion F2.
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Con el fin de identificar posibles efectos dosis-dependientes se suplementaron
hembras de la generacion FO con el doble de la dosis de AA (2.2 mg/dia) durante el

embarazo.

5.2.2 Analisis de la progenie F1, F2y F3

Al destete, la descendencia de cada generacién fue pesada y sexada. Se
sacrificaron por dislocacion cervical al menos 5 machos y 5 hembras de cada grupo,
elegidos aleatoriamente, tomando una hembra y un macho de cada jaula. Se les
extrajeron higado, cerebro y testiculos (en machos), que fueron pesados y
almacenados en RNA later (AMBION ®) a -20 °C hasta su analisis.

La Tablas 3y 4 de la seccién de resultados muestra el tamafio de muestra de cada
grupo suplementado por generacion y su progenie. Los AG, la mADN global y gen-
especifica, se analizaron conjuntamente en material de tres machos o tres hembras
utilizando los mismos individuos para cada uno de los experimentos. Es decir, se
tomo la misma cantidad de 6érgano de cada uno de los tres individuos, se mezclaron

y los analisis se llevaron a cabo sobre esta mezcla, ya sea de hembras o machos.

Suplemento materno
(20 dias durante el embarazo)

Suplemento paterno
(10 dias previo al cruce)

F0 Q x T Jmaa_F1
|

¢
F1. Q x @ Jmaa_F2
|
¥
F2Q x T JmaaF3

Fo f x © Jpan_F1
|
F1 C} x © Jpaa_r2

|

.
F2 d‘ x @ ] PAA_F3

(MAA y PAA, respectivamente).

Figura 6. Esquematizacion del suplemento materno y paterno de AA por tres generaciones
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5.3 Calculo de exposicion acumulativa

La exposicion acumulativa a AA o SBO se cuantificé sumando los mg de exposicion
de la linea germinal méas la exposicion somatica (Figura 7). Por ejemplo, para la
suplementacion materna el suplemento diario (1.1 mg/dia de AA o 4.59 mg/dia de
SBO) [105] fue multiplicado por el periodo de suplementacion (ejemplo: 1.1*20 dias).
Considerando que la suplementacion materna de FO afecta la linea germinal que da
lugar a la generacion F2 (y de la misma manera para la suplementacion de F1 que
afecta la linea germinal que da lugar a F3), estos mg también se consideran para
calcular los mg de exposicién a AA por generacion. En la suplementacion paterna,
solo la linea germinal estuvo expuesta; entonces se obtuvieron los mg de exposicion
de AA multiplicando los dias de exposicion por el tiempo de suplemento (1.35 mg
de AA 0 4.59 mg de SBO *10 dias).

MAA Total 22 mg 44 mg 66 mg
Somatico 22 mg 22mg 22mg
Linea germinal 22 mg 44 mg
MSBO Total 92 mg 184 mg 276 mg
Somatico 92 mg 92 mg 92 mg
Linea germinal 92 mg 184 mg
F1: somatic F2: linea germinal
Suplemento |'&cf F"\:\ — "/ F’f\l — ."/ e f{ —_— r/ ?‘
materno @} Q@ @ w

F1: linea germinal Fl F2 F

l(/" it \{:\ - e _\q I./" et
Suplemento [ S\ — J :’J. \ —— |
—

,>' S
I. \O “ "0:\..'! — yiow I'| ( Lowl
paterno w W w Q‘Qg-‘
" — \\v/

Linea germinal

Linea germinal 46 mg 46 mg 46 mg

Figura 7. Determinacion de los mg suplementados en ratones acumulativamente. El
suplemento materno ocurre tanto en la linea germinal como somético, mientras que el paterno
Unicamente en la germinal (MAA, suplemento materno con AA; MSBO, suplemento paterno con
SBO; PAA, suplemento paterno con AA; PSBO, suplemento paterno con SBO.
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5.4 Extraccion de lipidos totales en higado
Se extrajeron los lipidos totales de ~30 mg de tejido hepatico de progenie
suplementada al mes de edad mediante inmersion en 10 ml de cloroformo durante
3 semanas a 4°C. El contenido total de grasa hepatica se calculé6 como porcentaje
de pérdida de peso; es decir se pesaron los higados al inicio y después de tres

semanas de tratamiento y la pérdida de peso se tradujo en porcentaje de lipidos.

5.5 Medicién de acidos grasos
Para el andlisis del perfil de los AG, éstos se analizaron como metil-ésteres
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, por
duplicado. Las mediciones se llevaron a cabo en colaboracion con el Dr. Jorge
Molina del Departamento de Bioquimica, CINVESTAV- Irapuato.
Para las muestras en humanos, se analiz6 500 uL de sangre total de cada de las
tomas a lo largo del dia de ayuno y del dia postprandial (Figura 6). En ratones, para
cada grupo experimental se analizO una muestra representativa de los tejidos
derivada de tres hembras y tres machos. Los tejidos fueron molidos con nitrégeno
liquido y secados con centrifuga de vacio de velocidad (MAXI DRY). Se utilizaron
10, 20 y 60 mg de tejido seco de testiculos, higado y cerebro, respectivamente.
Se incubaron las muestras a 90 °C por 1 hora con 1 mL de NaOH 0.5 M en metanol
y 20 uL de acido metil nonadecanoico (3.3 mg/mL) como estandar interno. Se
dejaron enfriar a temperatura ambiente, se agregé 1 mL de BF3 en metanol y se
incubaron 30 minutos a 90 °C. Nuevamente se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y fueron transferidas a un tubo limpio. Se agregaron 2 mL de agua
desionizada y 5 mL de hexano, se mezclaron vigorosamente por 10 segundos y se
centrifugaron 3 minutos a 13000 rpm. Se colectd la fase organica y el solvente fue
evaporado con gas nitrogeno. Cada muestra seca fue suspendida en 400 uL de
isoctano para ser analizada.
Se analizaron las muestras en un cromatégrafo de gases (Agilent Technologies
7890A) utilizando una columna capilar DB-1MS Ul (30 m x 250 ym x 0.25 pm)
acoplado a un espectrometro de masas por impacto de electrones (Agilent
Technologies 5975C). El programa y la temperatura fueron los siguientes:

temperatura inicial 150 °C por 3 min, después se incrementd a una tasa de 4
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°C/minuto hasta 300 °C y se mantuvo por 10 minutos. La temperatura de inyeccion
fue de 250 °C y se mantuvo constante. Se utilizé gas helio (2 ml/min) como
acarreador. La muestra se inyectd con un Split 10:1. Para la identificacion de los
metil ésteres de AG, se utiliz6 el software MSchem para colectar los datos m/z y el
software NIST MS Search para comparar el espectro de masas y el tiempo de
retencion, contra la base de datos NIST 2011 (National Institute of Standards and
Technology Mass Spectra Database U.S. Department of Commerce). Los isdmeros
de C18:1 y C16:1 se identificaron utilizando estandares de acido elaidico (Sigma,
E4637) y los C16:1n-9 y C16-1n7 (Cayman Chemical, no. 100009871 y 10007290
respectivamente). Ambos fueron derivatizados y analizados como se describio

previamente.

5.6 Extraccion de ADN
Sangre periférica de humanos:
Se extrajo ADN de 200 puL de sangre total con el kit de extraccion DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Tejidos de raton:
Para la extraccion de ADN de los tejidos (higado, cerebro y testiculos), se realiz6
una molienda con mortero y nitrégeno liquido. Posteriormente se dejé una alicuota
de tejido en agitacion toda la noche a 37 °C (o 3 horas a 55 °C) con 30 pL de
proteinasa K (10 mg/uL), 600 pL de TL BRAIN (10 mM Tris-HCI pH 4, 10 mM EDTA,
200 mM NaCl) y 10 % de SDS. Al observar que el tejido estuviese completamente
degradado, se inactivo la proteinasa K con una incubacién a 75 °C por 15 minutos.
Consecutivamente se agregaron 500 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(5:24:1); se agitdo 10 minutos y se centrifugd 15 minutos a velocidad maxima. Se
recupero el sobrenadante y se le agregaron 500 pL de cloroformo. Nuevamente se
centrifugdb 5 minutos a velocidad maxima. y se separdé la fase superior.
Subsiguientemente se precipitd el ADN agregando un volumen de etanol absoluto
frio (-20 °C) y 20 L de acetato de sodio 0.5 M. Se agitd y en ese punto se observo
a simple vista el agregado de ADN. Se dejo precipitando 60 minutos y se centrifugo
15 minutos a 4 °C a 6000 rpm. Se desecho el sobrenadante teniendo cuidado de no
perder el pellet. Se agrego etanol al 70 % (enfriado a -20 °C) al pellet y nuevamente
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se centrifug6 15 minutos a 6000 rpm. Se desechd el sobrenadante, el pellet se dejo
secar durante 10 minutos. EI ADN fue resuspendido en agua inyectable estéril, se
afiadio 1 pL de RNasa A (10 mg/mL) y se incubd 30 minutos a 37°C. Se verificé la
extraccion e integridad del ADN por medio de electroforesis en un gel de agarosa al
1 %.

5.7 Analisis de mADN
El andlisis se realizé6 mediante el MethylFlash™ Methylated DNA Quantification Kit,
el cual cuantifica especificamente los niveles de 5-metilcitosina (5-mC) en una
microplaca. En esta técnica se coloca la muestra de ADN en una tira de pozos que
son tratados para tener una alta afinidad al ADN. La fraccion metilada del ADN es
detectada por anticuerpos y después cuantificada por absorbancia. La cantidad de
ADN metilado es proporcional a las UFR (Unidades de Fluorescencia Relativa). Se
utilizé ADN extraido de cerebro, testiculos e higado. Al igual que para el andlisis de
los AG, se agrup6 por hembra y macho utilizando tres individuos de cada uno. Se
cuantificd la concentracion de ADN con SYBR green (INVITROGEN) y se utilizé un
total de 50 ng por ensayo. Cada medida se hizo por duplicado y la cuantificacion de

la mADN se hizo de acuerdo a las recomendaciones del proveedor.

5.8 Analisis de mADN en genes especificos
En ambos estudios se analiz6 la mADN en genes especificos mediante
pirosecuenciacion por bisulfito.
En humanos: el ADN extraido fue convertido con bisulfito con el kit EZ DNA
Methylation™, Zymo Research con el PyroMark Q96 ID (Qiagen) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. Este ensayo fue realizado por Javier Carmona en el
Instituto de Investigacion Biomédica Bellvitge (IDIBELL) en Barcelona, Espafia. Se
utilizaron los oligonucleotidos disefiados con el software PyroMark Assay Design
para analizar el estado de la mADN de 5 CpGs PDK4 y 2 CpGs de HDACA4.
Los oligonucleétidos para PCR fueron (5' - 3'):
PDK4: GGTGGGAAGATTTGAATTTGAAY
AAAACTACTCRAAACAAAACCTAATTCC (R indica A 0 G);
HDAC4: TGGGAGGTTTGTGTTGAGTT y CACCACCAAAAAAATAACCACTA
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Los oligonucleétidos para secuenciacién fueron (5' - 3'):
PDK4: GGTATTTTTAAATTTTAGTTTAGG
HDAC4: TGGTTGTTAGTAGGTG

En ratones se analizo el estado de lamADN de los promotores de Pparpgcla, Fads2

y Scd1 por pirosecuenciacion en EpigenDx Inc. (Worcester, MA): Pparpgcla, 4 sitios
CpG comprendiendo 154 pb (Chr5:51945395-51945241); Fads2, 6 sitios CpG
comprendiendo 38 pb (Chrl19:10101826-10101788); Scdl, 3 sitios CpG
comprendiendo 10 pb (Chrl19: 44408468-44408458). Los perfiles se determinaron

en ADN de raton agrupado por hembras y machos como se describié previamente.

5.9 Analisis de expresion
El ARN total se extrajo utilizando el reactivo Trizol de higados de hembras y machos
de progenie F2 y las muestras se agruparon como se describe para mADN,
pirosecuenciacion y determinacion de AG. Tras el tratamiento con DNasel (Thermo
Scientific ™ DNase |), se sintetiz6 ADN de cadena complementaria a partir de 1 ug
de RNA (SuperScript ™ [I, Life technologies) y 1/50 del volumen se utilizo para la
PCR semicuantitativa utilizando pares de oligonucleétidos especificos de genes
para: Scdl y Ppargc1a. Los productos de RT-PCR se cuantificaron mediante
escaneo densitométrico (Quantity one, BioRad) y los datos se normalizaron con el
gen que codifica para la proteina ribosomal de ratén 36b4 y para los valores
obtenidos en la progenie NS.
Los oligonucledtidos fueron (5' - 3'):
36b4: ATGATTATCCAAAATGCTTCATTG y AACAGCATATCCCGAATCTCA
Scdl: CACCTGCCTCTTCGGGATTT y CTTTGACAGCCGGGTGTTTG
Ppargcla: CAGGAACAGCAGCAGAGACA y ATGGTCACCAAACAGCCGAA

5.10 Analisis estadistico
Para comparacion de grupos se utilizaron ANOVA vy prueba Scheffé’s post hoc,
pruebat para muestras pareadas y correlacion de Pearson o regresion multiple para
analizar la relacion entre variables. Se consideraron significativas con un valor p <
0.05.

El andlisis se realiz6 con el programa estadistico SPSS Version 15.0.
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6 Resultados

6.1 Estudios en lacohorte humana

6.1.1 Asociaciones entre la mADN y AG alo largo de un dia en ayuno o
un dia postprandial

Dado que los AG inducen cambios globales y gen-especificos en la mADN en cultivo
celular [12,74,76,77], nos preguntamos si los AG pueden modificar patrones de
mMADN de manera dindmica in vivo en humanos. Para este fin, se analizé una
cohorte de 12 hombres metabdlicamente sanos distribuidos igualmente entre las
tres clases convencionales de IMC durante un dia de ayuno y un dia postprandial.
Para cada sujeto se analiz6 la mADN global y gen-especifico y el perfil de AG en
sangre total tomada cada dos horas entre las 10 y las 18 pm. Se eligié analizar el
estado de la mADN de la region promotora de los genes HDAC4 y PDK4, ya que
evidencia in vitro muestra que AG o lipoproteinas especificas pueden modular sus
niveles de mADN [12,106].

Para cada dia experimental se buscaron asociaciones entre la mADN global y/o
gen-especifica y AG especificos a lo largo de cada dia experimental. Como se
puede observar en la Figura 8, la mADN global y gen-especifica muestra variacion
a lo largo de los dos dias experimentales. Sin embargo, no detectamos
correlaciones significativas entre la mADN global o gen-especifica y los AG

especificos a lo largo de los dos dias experimentales.

6.1.2 Diferencias en la mADN y AG especificos durante los dias
experimentales

Con el objetivo de aumentar la exactitud de medidas, se trataron las 5 muestras de
cada dia experimental como réplicas de cada sujeto. Usando un modelo de
regresion, se mostré una dependencia significativa positiva entre la mADN vy los
PUFA totales, en especifico con el AA y EPA en el dia postprandial (Tabla 2). Por
otro lado para el dia de ayuno uUnicamente los PUFA y EPA mostraron una
dependencia positiva En cuanto a la mADN gen-especifica, se encontraron las
siguientes asociaciones: 1) en dia postprandial el AA correlacion6 de manera

negativa con HDAC4 (r = 0.5; p = 0.046), mientras que EPA correlacion6 de manera
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positiva con PDK4 (r =0.56; p = 0.0499). En el dia de ayuno, no se encontré ninguna
asociacion entre HDAC4 y los AG, mientras que PDK4 mostré asociaciones
significativas positivas con el AA (r =0.866, p =0.0291), EPA (r=0.763, p =0.0261)
y los PUFA en conjunto (r = 0.763: p = 0.0155).

FD PD
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g 2 1 2 -
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% 1 e 1 —~
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0.5 1 0.5 1 comida
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Figura 8. Tendencias de la mADN a lo largo del periodo de muestreo en humanos. Promedio y
DS para n = 4 sujetos por punto de tiempo. Circulos blancos: peso normal; cuadrados negros:
sobrepeso; cuadrados blancos: obesos. Las flechas indican el tiempo aproximado de consumo de

comida. FD; dia de ayuno PD; dia postprandial,
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Tabla 2. Asociacion entre mMADN y AG especificos en un modelo de regresion lineal.

DP DA

B T P B T P
SFA -0.0088 -0.2792 0.7864 0.0599 1.6969 0.1239
MUFA 0.0175 0.703 0.4998 -0.0321 -0.7997 0.4445
PUFA 0.0214 3.7356 0.004** 0.0146 2.5549 0.0309*
C18:2(n-6) 0.0136  0.2947 0.796 0.0298 1.6037 0.1599
C18:3 (n-3) 2.0509 1.5249 0.2668 -0.2205 -0.2873 0.7835
C20:3 (n-6) -0.0205 -0.0386 0.9727 -0.1471 -0.8513 0.4273
C20:4 (n-6) 0.1118 4.2941 0.0013** -0.0623 -1.7656 0.1079
C20:5 (n-3) 0.7000 6.1371 0.0001*** 1.1339 4.2449 0.0017**
C22:6(n-3) 0.4991  2.289 0.0513 0.0857 0.4889 0.6354

DP: dia postprandial; DA: dia de ayuno; SFA: &cidos grasos saturados; MUFA: 4cidos grasos

monoinsaturados, PUFA: &cidos grasos poliinsaturados. * p <0.05; **, p < 0.01; *** p <

0.001.

6.1.3 LamADN, AGy el IMC

Cuando se analizé la mADN por IMC,

se encontr6 que

la mADN fue

significativamente mas baja en los sujetos obesos y con sobrepeso en comparacion

con los eutrdficos, independientemente del estado de ayuno o postprandial (Figura

9).
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Figura 9. mADN en humanos con diferentes IMC. Los puntos de datos son los promedios de los

cuatro sujetos de 5 mediciones repetidas en cada condicion. N, SP y OB indican sujetos de peso
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normal, con sobrepeso y obesos, respectivamente. *** p<0,001; **** p < 10~ ANOVA y prueba de

Scheffé.

También se observé una diferencia mas débil (p = 0.04) entre los sujetos con
sobrepeso y obesos, pero Unicamente en el dia de ayuno. Ademas, el analisis revelo
cambios dindmicos en la mADN entre el dia de ayuno y dia postprandial. Para los
sujetos de peso normal u obesos, la mADN fue significativamente més alta el dia
postprandial respecto al de ayuno.

Respecto a los AG, observamos que las personas con sobrepeso u obesidad
muestran un mayor porcentaje de SFA y MUFA respecto a los eutréficos en ambos
dias experimentales (Figura 10). Sin embargo, se puede observar que dentro de

cada grupo de IMC la tendencia fue opuesta, pero aun significativa.

MUFA PUFA

J J
20 20

% de AG totales

00 05 10 15 20 Y 05 10 15 20 0.0 0s 10 15 20
Metilacion del ADN (% 5mdC)
Figura 10: Distribucién de los AG de acuerdo al IMC y mADN en humanos adultos. Puntos

verdes, peso normal; azules, sobre peso; rojos, obesos. Para cada IMC se muestra n=20, que

representa las 5 mediciones de cada uno de los 4 sujetos de cada grupo.

En conjunto, estas observaciones muestran claramente que coexisten dos
asociaciones de la mADN con rasgos metabdlicos dinamicamente diferentes: 1) una
hipermetilacion determinada por el estado postprandial (o una hipometilacion
determinada por el estado de ayuno), que por lo tanto representa una respuesta de

43



corto plazo. 2) una asociacion inversa con el IMC que, por el tiempo de evolucion

de este ultimo, debe ser considerada una asociacion de largo plazo

6.2 Estudios en ratones machos y hembras expuestos a AA por tres
generaciones

Para caracterizar los efectos de la exposicion acumulada a AA, se expusieron un
promedio de 18 ratones hembras o machos BALB/C a un suplemento diario de 1,10
o 1,35 mg de AA disuelto en SBO libre de AA durante tres generaciones
consecutivas (FO, F1 y F2). Esta dosis de AA representa un 0.45% del total de AG
o un 0.05% del total de la energia diaria, y se encuentra dentro de los valores
presentes y recomendados en sucedaneos de leche materna [87,107]. Ademas, se
expusieron 10 ratones FO a una dosis doble de AA. Como control se utilizaron
ratones expuestos solo a SBO y ratones que no recibieron suplementos (NS). Las
caracteristicas de las camadas y grupos se expresan en la Tabla 3. Los
suplementos se administraron de la siguiente manera: 1) en hembras durante todo
el embarazo (AA y SBO materno; MAA y MSBO, respectivamente); 2) en machos
10 dias antes de aparearse (paterno AAy SBO; PAAy PSBO, respectivamente). En
ambos casos, las hembras o los machos suplementados con AA o SBO se cruzaron
con individuos no suplementados (NS) (Figura 6).
6.2.1 El efecto de la suplementacion con AA sobre parametros
reproductivos
Para cada hembra, se registraron la tasa de embarazo, el aumento de peso durante
el embarazo, el tamafio de la camada y la proporcién de sexos de la misma (Tabla
3). Ninguno de estos pardmetros fue diferente significativamente, ni en relacion con
la progenie NS, ni entre la progenie AA y SBO. Ademés, la tasa promedio de
embarazo de 65.4% y el tamafo de la camada en todos los grupos experimentales
fue muy similar a la reportada previamente en ratones BALB/C (tamafio de camada
de 5.9 y una tasa de embarazo de 64.9 %) [108]. Esto indica que la intervencion no

produjo efectos adversos sobre los parametros reproductivos.
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Tabla 3. Demografia de la muestra por tratamiento

Hembras o machos expuestos al suplemento de AG y caracteristicas de las camadas

Tratamiento Generacién n exrggslijceién o, embarazo % aumzrrlr‘:zadrzzpoeso en ratones/camada machos:hem
MAA FO 39 22 46.2 £59.09+13.14 58+1.5 1.3
FO (2x) 10 44 90.0 74.11+13.6 46412 1.3
F1 7 44 100.0 81.26+14.84 50+1.6 1.3
F2 9 66 333 58.79+8 48 B6.7+1.5 03
PAA FO 40 135 725 71.53+12.86 51+1.5 14
F1 7 27 71.4 651.58+8.05 58+1.6 09
F2 7 405 429 ND 5315 05
MSBO FO 38 92 65.0 65.06+12.62 52+2.0 1
F1 8 184 66.7 73.88+12.12 4 5+0.8 11
F2 5 276 44 4 61.22+0.48 6.0+1.0 1.3
PSBO FO 40 46 57.9 71.4+5.2 4442 0 1.2
F1 9 92 100.0 85.1549.77 57+0.8 11
F2 9 138 60.0 ND 53+2 5 11
NS 37 0 65.4 68.59+12.16 54+1 4 11
Promedio 18.9 654 70.14+10.28 51416 1.1
Valor p (ANOVA) 0.338 0.51

MAA y MSBO, suplementos materno con AA o aceite de soya respectivamente; PAA y PSBO, suplementos
materno con AA o aceite de soya respectivamente, NS, no suplementados; ND, no determinado

6.2.2 EI AA esta asociado con un incremento en el peso corporal a
través de las generaciones en ratones de un mes de edad

De la progenie resultante, se registro el peso corporal de F1, F2 y F3 al mes de edad
de hembras y machos en todos los grupos suplementados (es decir, MAA, PAA,
MSBO y PSBO) (Tabla 4). Para la progenie de F1 se registré también el peso a los
5 meses de edad. Los datos para la progenie de 1 mes de edad representaron un
promedio de 52 ratones/generacion/grupos suplementado, mientras que los datos
correspondientes de la progenie F1 a los 5 meses representaron 10 ratones.

Para cada grupo experimental y generacion se calculd el cambio en el peso corporal
relativo al progenie NS.

A lo largo de las generaciones MAA, el peso corporal aumenté 47 y 40% en la
progenie F2 y F3, respectivamente, con respecto a la progenie F1 (p = 9.6X10?y
p = 6.3X10°, respectivamente) (Figura 11A).
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Tabla 4. Demografia de la progenie por tratamiento

Caracteristicas de la progenie de padres expuestos

1 mes 5 meses
(mg) No. ratones PCT (g) No. ratones PCT (g)

Tx Gen. total  germ. caxc; da todos i) Q todos ) Q todos 4 Q todos ) Q
MAA F1 22 0 12 69 39 30 12.2+3.8 12.3+40 12.1+3.5 9 4 5 38.11+3.12  39.10+1.47 37.32+4.01
F1(2x) 44 0 9 41 23 18 17.0+£3.5 17.743.7 16.0+3.17 10 5 5 37.28+6.07 40.22+6.28 34.34+4.67

F2 44 22 7 35 20 15 18.0+2.0 18.3£1.8 17.7+2.1 ND ND ND ND ND ND

F3 66 44 3 20 5 15 17.2+2.3 18.7+3.1 16.7+1.9 ND ND ND ND ND ND
PAA F1 13.5 13.5 21 107 62 45 11.4+3.2 12.143.3 10.4+2.8 10 5 5 37.13+3.79 38.52+4.81 35.74+2.10

F2 27 27 5 29 14 15 11.1+3.2 11.3£3.6 10.9+2.8 ND ND ND ND ND ND

F3 40.5 40.5 3 16 5 11 15.8+4.3 17.0+3.7 15.3%4.6 ND ND ND ND ND ND
MSBO F1 92 0 19 98 49 49 14.1+2.7 14.9+2.8 13.3+2.5 9 5 4 37.87+3.4 39.50+3.07 35.26+2.80

F2 184 92 6 27 14 13 16.2+2.6 17.1£2.7 15.2+2.0 ND ND ND ND ND ND

F3 276 184 3 18 10 8 12.5+3.9 12.1+4.0 13.1+4.0 ND ND ND ND ND ND
PSBO F1 46 46 24 105 58 47 11.6+3.1 12.4+3.0 10.7+2.8 10 5 5 37.38+5.04 40.60+3.05 34.16+4.69

F2 92 92 6 34 18 16 12.4+2.2 12.242.4 12.6x2.0 ND ND ND ND ND ND

F3 138 138 4 21 11 10 14.6+2.4 14,9125 14.3+2.5 ND ND ND ND ND ND
NS NS 0 0 11 108 57 51 14.2+4.1 14.5+4.3 13.9+3.8 8 5 3 38.55+3.33 39.54+3.90 36.9+1.30
Promedio 10 52 28 25 13.5+3.8 13.9+3.9 13.1+3.6 56 29 27 37.68+4.16 39.60+3.81  35.62+3.53

MAA y MSBO, suplemento de &cido araquidonico materno y aceite de soya, respectivamente; PAA y PSBO, &cido araquidonico paterno y suplemento de aceite de soya,
respectivamente. NS, sin suplemento.Gen, generacion;germ, exposicion germinal; PCT, peso corporal total; Tx, tratamiento; ND, no determinado.
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Figura 11. Cambios en peso corporal relativo a la progenie no suplementada. Media del cambio (delta) de peso (media + DS) al destete de la
progenie de ratones hembras (A) o machos (B) expuestos a SBO (barras grises) y AA + SBO (barras negras) a través de las generaciones. C)

peso corporal de la progenie de hembras expuestas al doble de la dosis de AA. D) cambio de peso corporal en ratones de 5 meses.

47



Ademas, el peso corporal aumento significativamente en MAA en comparacion con
la progenie F3 de MSBO (p = 0.039). Del mismo modo, la descendencia F3 de PAA
mostré un aumento de 38 y 42% en peso corporal en relacién con las generaciones
F1y F2 de la misma linea, respectivamente (p = 0.005y p = 0.022) (Figura 11B).
Las asociaciones descritas fueron similares tanto en la progenie femenina como en
la masculina. Sin embargo, esta ultima mostré una tendencia hacia un aumento
promedio més alto en el peso corporal a lo largo de generaciones en comparacion
con la progenie femenina (23 contra 21%, respectivamente; p = 0.084) (ANEXO 1).
Por otro lado, en los ratones de 5 meses (F1) (Figura 11D), aunque no significativo,
todos los grupos presentaron un decremento de peso respecto al grupo NS.

6.2.3 El incremento en el peso corporal a un mes de edad es
dependiente de la dosis de AA acumulado a través de generaciones
Observamos que el aumento en peso corporal fue mayor en MAA en comparacion
con la progenie de PAA (27 % contra 11 %, respectivamente) (Figuras 11A y B).
Esto podria sugerir un efecto dependiente de la dosis de AA, ya que el periodo de
suplemento de AA materno y paterno fue de 20 y 10 dias, respectivamente. Para
abordar este problema directamente, se comparo el peso corporal de la progenie
F1 de un mes de edad expuesta a una dosis Unica o doble de MAA (MAA2x) (Figura
11C). De hecho, la progenie F1 mostré un aumento significativo en peso corporal
en MAA2x en relacién con la progenie MAA pero no en relacion con la progenie F2
de MAA (p < 3.4 x 108y p = 0.999, respectivamente).

Se cuestioné también si los miligramos (mg) de AA o SBO suplementado en cada
generacion se correlacionaban con el peso corporal, tomando en cuenta si la
exposicion fue en la linea germinal o en la linea germinal y somatica. Para cada
generacion de progenie calculamos la cantidad de AA y SBO en mg a los que fueron
expuestos, ya sea en la linea germinal (JAA y gSBO) o germinal y somaticamente
(tAA y tSBO) como esta descrito en los métodos apartado 5.3.

A lo largo de las tres generaciones, se observdé que los mg de gAA o gSBO
mostraron correlaciones positivas con el peso corporal en los grupos PAA'y PSBO,
respectivamente (Tabla 5). Por otro lado, solo los mg de tAA y- no de tSBO -
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presentaron correlaciones positivas con el peso corporal en todos los grupos

experimentales (toda la progenie, ambos sexos y MAA).

Tabla 5. Correlaciéon entre los mg suplementados de AG y el peso de la progenie

Peso corporal
Toda la progenie 0.3350
Progenie hembra 0.3090
mg AA  Progenie macho 0.3630

. MAA 0.6140

<Z( PAA 0.838*

=

m .

g Toda la progenie 0.0100
Progenie hembra 0.2950

mg SBO Progenie macho -0.2160

MSBO -0.3810
PSBO 0.918**

o Toda la progenie 0.868***

O Progenie hembra 0.861*

o mg AA .

S Progenie macho 0.883*

9 MAA 0.818*

+

-

< Toda la progenie 0.2760

S Progenie hembra 0.5240

[ mg SBO .

8 Progenie macho 0.0830
MSBO -0.3810

En negrita, correlaciones significativas con prueba de
Pearson; *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001.

También se analiz6 si los mg de tAA o gAA afectaron las tasas de embarazo y el
tamafo y la proporcién de camadas en todas las generaciones. Solo los mg de gAA
afectaron a la relacion macho:hembra en la progenie (r = -0.885, p = 0.008) (ANEXO
2) que explica la reduccion de machos en la progenie F3 de PAA y MAA (Tabla 3).
En conjunto, los datos muestran que la exposicién de AA tanto por via materna
como por via paterna esta asociada con un aumento del peso corporal dependiente

de la dosis. Por via paterna por la exposicion germinal y por via materna por
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exposicion germinal y germinal mas somatica. Ademas, la exposicion acumulativa
de la linea germinal a AA afectd la proporcion de sexos de la progenie.

6.2.4 Correlaciones entre mg de AA, la mADN y AG en tejidos
especificos

Para analizar el efecto de los suplementos de AA y SBO sobre la mADN y AG
especificos, se extirparon el higado, el cerebro y testiculos de ratones de 1y 5
meses de edad. Para cada érgano, se registré el peso de en promedio 5 machos y
hembras/generacién (ANEXO 3). Después, se analizé la mADN global (ANEXO 4)
y los niveles de 16 AG individuales (4 SFA, 5 MUFA 'y 7 PUFA) (ANEXOS 5y 6) en
los tres tejidos. Las medidas de la mADN y los AG se realizaron sobre un “pool” de
3 ratones machos o 3 ratones hembras como se describe en el inciso 5.2.2 de los
métodos. En el higado se analiz6 también el contenido total de grasa en higados
(ANEXO 7). Todos los analisis posteriores se realizaron en AG normalizados en
porcentaje con respecto a la progenie NS.

6.2.5 Efectos de AA sobre el peso y la mADN de 6rganos especificos
Primero, analizamos si los pesos de los tres tejidos correlacionaban con el peso
corporal. Para el AA los pesos del higado, cerebro y testiculos correlacionaron
positivamente con el peso corporal (r =0.982, p =0.0001;r=0.617,p=0.001yr =
0.775, p = 0.0407, respectivamente) en la progenie de AA. Para SBO Se encontro
la misma tendencia (higado, r = 0.945, p = 0.0001; cerebro, r = 0.856, p = 0.0004 y
testiculos r = 0.872, p = 0.023). Esto indica que el AA afecta el crecimiento de
organos en general y no se asume obesidad, por ejemplo, por aumento de tejido
adiposo.

Igual al analisis de peso corporal, analizamos si los mg de AG correlacionaban con
el peso de cada 6rgano a través de las generaciones (Tabla 6). Para el peso del
higado, las correlaciones fueron idénticas que para el peso corporal (es decir la gAA
y gSBO correlacionaron solo en linea paterna, y en todos los grupos con tAA).
También el peso del cerebro correlacioné con los mg de gAA en la progenie PAA'y
con los mg de tAA en hembras y el de los testiculos solo con tAA.

Respecto a la mADN uUnicamente se observé correlacion entre gAA y mADN en

higado cuando se evalué toda la progenie.

50



Tabla 6. Correlacién entre los mg suplementados de AG y el peso y mADN érgano-

especificos.
Peso mMADN
Higado Cerebro  Testiculos Higado Cerebro Testiculos|
Toda la progenie 0.2930 -0.2314 NA 0.3666 0.2107 NA
Progenie hembra 0.2130 0.0557 NA -0.0226  0.3201 NA
mg AA  Progenie macho 0.3690 -0.3605 0.6330 0.8403 0.1501 -0.3166
N MAA 0.5540 0.1604 I -0.2448  -0.2884 I
<Z( PAA 0.830* 0.8240* | 0.6740 0.1422 |
=
I('IDJ Toda la progenie -0.0100 -0.0261 NA 0.0404  -0.5519 NA
Progenie hembra -0.0360 0.0439  -0.1291 0.3159  -0.6062 NA
mg SBO Progenie macho 0.0120 -0.0723 NA -0.0653  -0.6517  -0.3420
MSBO -0.4240 -0.5149 | -0.1054  -0.5425 |
PSBO 0.854* 0.5926 I 0.5070  -0.7885 I
o Toda la progenie 0.838*** 0.4310 NA 0.5836*  -0.2545 NA
8 Progenie hembra 0.7970 0.7961* NA 0.5012  -0.0371 NA
< MIAA  brogenie macho 0.885* 0.3936  0.8302* 06827 06132  0.5222
8 MAA 0.830* 0.1604 | 0.4958 -0.2884 |
+
§ Toda la progenie 0.2580 0.2276 NA -0.2460  -0.2049 NA
E mg SBO Progenie hembra 0.3020 0.2802 NA 0.1047  -0.2546 NA
I('IDJ Progenie macho 0.2230 0.2464  0.1021 -0.4339  -0.2321 -0.2615
MSBO -0.4240 -0.5149 NA -0.6382  -0.5425 |

En negrita, correlaciones significativas con prueba de Pearson; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; NA; no aplica, I,
grupos insuficientes para realizar la prueba.

6.2.6 Correlaciones entre AG especificos observados y el peso 6rgano-
especifico, mg de AG suplementados o la mADN

Posteriormente, se buscaron correlaciones con los AG individuales en higado,
cerebro y testiculos dependiendo de: 1) mg suplementados de AA o SBO; 2) peso
de los 6rganos; 3) MADN (Tablas 7-10, Excel adjunto). Estas correlaciones fueron
hechas por los grupos “todos”, “hembras”, “machos”, “MAA o MSBO” y “PAA o
PSBQO”. En general, tanto en cerebro como en higado, hubo mas correlaciones entre
estas variables y los AG observados en los ratones suplementados con AA versus
SBO. En el higado se encontraron el triple de correlaciones respecto a SBO,

mientras que, en testiculos, aunque hubo muy pocas en general, en particular fueron
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mas en los suplementados con SBO (ANEXO 8). Esto indica un efecto especifico
del AA en la variabilidad de los AG sobre todo en el higado y el cerebro.

Solo el tejido hepético de la progenie expuesta a AA mostro correlaciones solidas
con AG especificos en todos los grupos de progenie (Tabla 7). Estos incluian EPA
gue se correlacionaba con mg tAA y cis-7-hexadecenoico que se correlacioné con
el peso del higado (es de destacar que en la progenie masculina la correlaciéon entre
tAA y EPA fue marginal: r = 0.727, p = 0.064). Ademas, de manera interesante
observamos que el cis-7-hexadecenoico se correlaciond positivamente con todas
las variables en el grupo “todos” (Tabla 11).

Para proporcionar una visibn general de todas las correlaciones significativas
independientes y dependientes del sexo entre los AG y cada variable en el higado,
se asignaron los AG a las vias de sintesis generales de los SFA, los PUFA y los
MUFA (Figura 12). El peso del higado esta correlacionado positivamente con la
acumulacion de SFA y MUFA (en lo particular con el &cido palmitico, oleico, cis-7-
hexadecenoico ademés de EPA, un PUFA n-3). Sin embargo, los PUFA AA y DHA
muestran correlaciones negativas. Respecto a la mADN, ésta esta correlacionaba
de manera positiva con el &cido palmitico y cis-7-hexadecenoico. En cambio, el peso
del higado en la progenie SBO se relacioné con un aumento en AG n-6 y n-3, AA,
EPAy DHA.

Por lo general se observo poca superposicion entre correlaciones a través de los
tejidos. Sin embargo, en el higado y el cerebro, el acido palmitico y el acido
eicosatrienoico (también conocido como MEAD) se correlacionaron positiva y
negativamente, respectivamente, con mADN en la progenie AA.
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Tabla 11.

Correlacion entre mg AA suplementados en higado, peso del 6rgano y mADN con AG individuales.

% SFA % MUFA % PUFA
C14:0 C16:0 C18:0 C20:0 C16:1 n7 C16:1n-9 C18:1c n9 C18:1t n9 C20:1 n9 C20:3n9 C18:2n6 C20:4n6 C20:3n6 C20:5n3 C22:6n3

Miristico Palmitico Estearico Araquidico Palmitoleicccis-7-hex. Oleico  Elaidico Eicosenoico = MEAD Linoleico AA DHGL EPA DHA

mg gAA -0.0574 -0.0148 0.048 -0.1304 -0.2744 0.2889 0.2698 0.0234 -0.1172 -0.4777 -0.1388  -0.0268 0.2704 0.4702 0.0804
mg tAA 0.0203  0.4722  -0.1203  -0.4903 0.1328  0.5790* 0.2842  0.0055 -0.6237 -0.4316  -0.291  -0.4841 -0.331  0.7571** -0.2232
PH 0.1824  0.6545* -0.4985 -0.407 0.0231 0.8023*** 0.5525* -0.1213 -0.6383* -0.3709 -0.3786 -0.5535* -0.4229 0.5357* -0.2834
mADN -0.059 0.3107 -0.4477  -0.0465 -0.3192  0.5575*  0.4158 -0.2018  -0.3298 -0.6406* -0.0547 -0.2767 -0.1977 0.3741 -0.117
mg gSBO | -0.4042 -0.0497 0.0386 -0.2404 -0.4805 -0.1463 -0.3141 -0.6402* -0.4326 -0.5068 0.0829  0.2959  0.1054  0.3831 0.357
mg tSBO | -0.5365* -0.2161  -0.101  -0.2346 -0.2789  0.2111  0.0525 -0.4397 -0.3118 -0.1471  0.0551  0.2487 0.1706  0.5118  0.4682
PH -0.0011  -0.0969 -0.4946  -0.1977 0.0949  0.4626 0.4014  -0.3637 -0.2563 0.1097 0.1386  0.0654  0.1375  0.4012  0.3948
mADN -0.1805 0.4358 0.2553 -0.3235 -0.3304 -0.1512 -0.2603 -0.2073  -0.2958 -0.0476  -0.1979 -0.151 -0.3962 -0.0972 -0.0674

En negrillas, correlaciones significativas determinadas por prueba de Pearson: las pruebas se realizaron usando el cambio relativo a la progenie NS: *. P<0.05; **,
p<0.01; ***p<0.001; en cursiva,p <1; ND=no detectable. PH: peso del higado.
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Figura 12. Diagramas esquemadticos de las vias de sintesis de los AG. Aqui se indican correlaciones observadas en higado. Las casillas grises

indican los AG analizados. Los simbolos de mas y menos dentro de cuadrados y circulos indican correlaciones positivas y negativas,

respectivamente con cada una de las variables analizadas; LDN, lipogénesis de novo..
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6.2.7 El peso del higado y la mADN en la progenie masculina se asocia
negativamente con la mADN en el promotor de Scdl

Como se puede observar en la Figura 11, el peso del higado correlaciono
positivamente con AG que son precursores o0 productos de Scdl (el acido palmitico
y acido oleico) y Fads2 (EPA) o de B-oxidacion (cis-7-hexadecenoico). Por eso
decidimos analizar el estado de la mADN de las regiones promotores de Scdl.
Ppargclay Fads2. Solo Scdl y Ppargc1a mostraron mADN detectable (ANEXO 9).
El nivel de la mADN de ambas regiones fue significativamente menor en ratones
hembras respecto a ratones machos expuestos a AAy SBO (p = 0.001 en cualquier
caso), pero no entre la progenie AAy SBO (Figura 13A). Ademas, observamos que
la mADN de los promotores de Scdl y Ppargcia correlacionaron positivamente en
la progenie femenina de AA 'y SBO (r = 0.742, p = 0.056 y r = 0.816, p = 0.048,
respectivamente), pero no en la progenie masculina correspondiente (r = -0.045, p
=0.924 y r = 0.492, p = 0.321, respectivamente). Eso sugiri6 que la mADN del
promotor Scdl y Ppargc7a estan corregulados en la progenie femenina. Cabe
resaltar que en estos genes ya se ha descrito que la mADN del promotor
correlaciona negativamente con la expresion [109-111], y si bien en nuestro
andlisis no resulté significativo, se observo una asociacion negativa entre la mADN
y la expresion (ANEXO 11).

Posteriormente, nos preguntamos si la mADN del promotor Scdl o Ppargcla
correlacionaba con los mg de AA (gAA o tAA), el peso del higado, la mADN o AG
especificos a través de las generaciones. Solo la progenie AA masculina y la
progenie SBO femenina mostraron correlaciones significativas: la primera mostré
correlaciones negativas con las tres variables y el 4cido cis-7-hexadecenoico; este
altimo mostré correlaciones positivas con peso del higado, AA y DHA (ANEXO 10).
Para entender si las diferencias especificas del sexo en la mADN de la region
promotora de los genes Scdl y Ppargcla estuvieron relacionadas con diferencias
en la acumulacion de SFA y MUFAs, se compararon los perfiles de AG promedio a
través de generaciones y tratamientos de F1-F3. Observamos que los PUFA n-3 y
n-6 aumentaron significativamente en la progenie femenina y disminuyeron en la

progenie masculina, mientras que los SFA tuvieron un comportamiento opuesto a
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los anteriores, por otro lado MUFA y PUFA n-9 y el contenido total de lipidos no

difirieron, estadisticamente hablando (Figura 13B).
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7 Discusion

7.1 LamADN estarelacionadacon el IMC en humanos y el contenido
de los PUFA en sangre

Nuestros datos muestran que la variaciéon en la mADN global entre dos estados
metabolicos diferentes, postprandial y ayuno, ocurre tanto en individuos eutroficos,
como con sobrepeso y obesos. En cuanto a la mADN dependiente del tiempo
durante el dia, nuestros resultados no muestran un perfil claramente identificable de
manera consistente. Por lo tanto, los datos obtenidos no soportan la ocurrencia de
oscilaciones de mADN intraindividual a corto plazo impulsados por la dieta en un
tiempo de 8 horas. Mas bien, el aumento significativo en la mMADN en estado
postprandial se establece al menos en los dos IMC altos (sobrepeso y obesidad).
La cohorte humana incluyé el andlisis de dos genes, HDAC4 y PDK4, ambos
importantes reguladores del metabolismo de la glucosa y los AG [112-114]. Se
encontré que las asociaciones opuestas de la mADN de HDAC4 y de PDK4 con los
PUFA son consistentes con datos previamente publicados sobre las tendencias de
correlacion en estos dos genes entre la mADN y expresion génica con el IMC
[115,116]. Aunque es un campo poco estudiado, ya se ha asociado el IMC con la
MADN de genes especificos; en una cohorte humana se encontr6 una correlacion
positiva entre el IMC y la mADN del gen HIF3A que participa en hipoxia [117].
En cuanto a los AG, se encontré que EPA y AA estan significativamente asociados
con la mADN, independiente del IMC, lo cual respalda lo observado previamente en
modelos in vitro [12,77].

7.2 El suplemento de AA en ratones
Este trabajo nos da una perspectiva de los efectos que tiene el suplemento en
diferentes etapas de la vida del ratdén, asi como las implicaciones que tiene en
siguientes generaciones, asi como posibles mecanismos moleculares por lo que ello
ocurre.
En el presente estudio, ratones de la cepa BALB/C fueron suplementados por tres
generaciones durante el embarazo o antes a éste, con una discreta dosis diaria de
AA (0,45 % del total de AG o 0,05 % de la energia total). Esa dosis corresponde
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aproximadamente al contenido de AA en la leche materna humana [87,107] y al
consumo promedio de AA en los paises desarrollados [118]. Los suplementos que
se administraron antes del coito en ratones machos, o durante el embarazo en
hembras, conducen a un aumento de 38-47 % en el peso corporal entre la progenie
F1y F3 de ratones de 1 mes en relacion con la progenie NS. Esto, a pesar de que
los ratones BALB/c son relativamente resistentes a la obesidad inducida por la dieta
[119,120] y el hecho de que el suplemento de AA solo aumenta ligeramente las
calorias totales, el grado de aumento de peso en la progenie AA fue similar al
reportado en varios estudios murinos de obesidad inducida por HFD [121]. De
hecho, una revision exhaustiva de los estudios con HFD en murinos reveld una
amplia variabilidad en el fenotipo de aumento de peso y concluyé que las causas
subyacentes pueden estar relacionadas con las diferencias en el contenido de grasa
entre las dietas con HFD vy las dietas de control [122]. Aunque en este caso, no se
puede decir si dicho aumento de peso esta acompafiado de un mayor porcentaje de
grasa corporal, o bien es un indicador de mejor desarrollo, como ya lo han reportado
otros [123-126].

También demostramos que la ganancia de peso corporal depende de la dosis de
AA, tanto dentro como a través de generaciones. En consecuencia, la exposicion a
AA durante la lactancia y el crecimiento postnatal temprano en ratas o en ratones
knockout para Fads2 (que carecen de la capacidad de sintetizar AA de forma
enddgena) se asocia con un aumento en el aumento de peso [127-129]. Ademas,
en humanos, se ha demostrado que el estado de AA en plasma infantil se
correlaciona positivamente con el peso corporal y el crecimiento [81,126], mientras
gue la ingesta de AA esta inversamente relacionada con el retraso del crecimiento
en los paises en desarrollo [118]. Ademas, los efectos dependientes de la dosis de
AA en el crecimiento también se informaron en cerdos, peces y reptiles [85,123—
125,130].

7.2.1 El aumento transgeneracional en peso del higado y mADN es labil
dentro de las generaciones

Nuestro estudio muestra que un suplemento oral de AA dio lugar a un aumento de

peso en la progenie de 1 mes, pero no de 5 meses, al igual que en los ratones de
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un mes en F1 se observa una discreta disminucion de peso en comparacion a los
NS gque no es estadisticamente significativa. Dado que los ratones expuestos a AA
se aparearon a los 3 meses de edad en cada generacion, esto implica que la
memoria celular de la exposicion a AA en cada generacion debe haberse mantenido
al menos hasta esta edad. Especificamente, la progenie MAA y PAA retuvieron un
recuerdo de la exposicion a AA durante al menos 31 y 34 semanas después de una
exposicion de 20 o 10 dias en el Gtero o antes del apareamiento, respectivamente.
Considerando que 1 dia en la vida de un ratén es equivalente a 1 mes de vida
humana [131], esto se traduciria en un periodo de intervencion dietética de 10 0 20
meses en hombres o mujeres, respectivamente, que contindan impactando en el
metabolismo celular durante al menos 7 afios. Este periodo de tiempo es relevante
con respecto a la formula postnatal o lactantes amamantados y subraya la
importancia de comprender el papel de la dosis de AA con respecto al aumento de
peso en los lactantes.

Por otro lado, en los ratones de cinco meses expuestos a suplementacion con AA,
se observo una correlaciéon positiva entre el contenido de AG n-6 y la mADN, que
no se observo a temprana edad ni de manera transgeneracional, esta observacion
resulta muy interesante ya que en humanos con depresion se observaron cambios
en la mADN del gen Elovl5, lo que indica una relacién directa entre marcas
epigenéticas en los genes que regulan el metabolismo de los PUFA y trastornos
neurolégicos [132].

Del mismo modo, en humanos, un estudio de intervencion en la dieta mostr6 que la
sobrealimentacion con alto contenido de grasa a corto plazo indujo cambios sutiles
de la mADN en todo el genoma, que solo se revirtieron parcialmente después de 6-
8 semanas [133]. Ademas, dos estudios recientes en modelos murinos analizaron
si el tejido hepatico retenia memoria epigenética, transcripcional y estructural de la
cromatina de obesidad inducida por HFD después de la pérdida de peso. Esos
estudios llevaron a conclusiones opuestas y se ha argumentado que tales
diferencias podrian reflejar en parte las diferencias en el contenido de AG de la HFD

empleada [134,135]. De hecho, este estudio y otros muestran que los AG
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individuales difieren en su capacidad para inducir efectos tanto a corto como a largo

plazo en el metiloma humano [12-14].

7.2.2 Diferencias especificas del tejido en el contenido de AG y mADN
después de la suplementacién de AAy SBO

Para analizar los efectos de la suplementacion con AA 'y SBO durante el embarazo
en hembras, o antes del coito en los machos, nos intereso particularmente identificar
asociaciones entre los AG individuales y la mADN que dependian de la exposicion
previa al AA en tres generaciones. Con este fin, analizamos los tejidos del higado y
el cerebro que se derivan de las capas germinales de endodermo y ectodermo,
respectivamente, de la progenie de 1 mes de edad. Sin embargo, con la excepcidon
de una asociacion positiva y negativa entre mADN y palmitico y MEAD,
respectivamente, todas las correlaciones fueron especificas del tejido. Por lo tanto,
las alteraciones tanto en el contenido de AG como en el mMADN se establecieron
después de la diferenciaciéon de las capas de endospermo y ectodermo. De manera
similar, las crias de ratas hembras expuestas a dietas que difieren en el contenido
de grasa mostraron diferencias especificas de tejido en la composicién de AG entre
el higado y el plasma, que se asociaron con diferencias en la mMADN y expresion de
Fads2 [136,137].

En los higados de 1 mes de la progenie AA, tanto el 4cido cis-7-hexadecenoico
como el EPA se correlacionaron positivamente con los mg de tAA y el peso del
higado, mientras que el AA mostr6é una correlacion negativa con cualquiera de las
dos. En concordancia, los aumentos o la disminucion especificos del tejido en el
contenido de EPA luego de las dietas suplementadas con AA (0.22-0.56 % del total
de los AG) ya se han observado previamente en lubina y rodaballo [123,138]. Del
mismo modo, la estimulacion por AA de las células THP-1 conduce a la sintesis del
acido cis-7-hexadecenoico. Curiosamente, tanto el EPA como el cis-7-
hexadecenoico tienen propiedades antiinflamatorias significativas in vitro e in vivo
[139-143].

7.2.3 Diferencias sexo-especificas en el contenido de los AG y en los

perfiles de mADN en el higado
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En el higado, el aumento de peso en los machos se asocié con un aumento en el
porcentaje de SFA y MUFA y una disminucion de los niveles de PUFA n-3y n-6 en
relacion con la progenie femenina. Del mismo modo, la progenie de los
suplementados con AA mostr6 una tendencia hacia mayores diferencias especificas
por sexo en la expresion de genes asociados con la lipogénesis de novo, y también
los relacionados al metabolismo oxidativo. En particular, en relacion con la progenie
NS, estos genes estaban sobreexpresados en las hembras AA y SBO. Aunque la
suplementacion con SBO condujo a diferencias similares especificas por sexo en el
contenido de AG, estas fueron menos pronunciadas en comparacion con la progenie
expuesta a AA, lo que en parte podria explicar la falta de diferencias entre la
progenie SBO masculina y femenina. Se han reportado diferencias especificas de
sexo similares con respecto a la composicion de AG y el metabolismo oxidativo en
humanos [144-146] que pueden explicar la mayor incidencia de esteatosis hepatica

en los machos.

7.2.4 La mADN y el aumento intergeneracional inducido por AA en el
peso corporal y del higado

La exposicion a AA durante tres generaciones consecutivas resulté en efectos
acumulativos en peso corporal y del higado en todos los grupos de progenie que se
correlacionaron positivamente con mADN y cis-7-hexadecenoico. Ademas, en la
progenie masculina esos fenotipos se asociaron directamente con la pérdida de
metilacion del promotor de Scdl. Sin embargo, el hecho de que la mADN total y del
promotor Scdl dependieran tanto de la linea germinal como de la exposicién
somatica a AA, excluye una transmision estricta de la linea germinal de estos
perfiles de mADN. Mas bien, los lipidos u otras moléculas en los tejidos que rodean
las células de la linea germinal pueden mediar en la memoria intergeneracional
informada aqui, de acuerdo con la siguiente justificacion. In vitro, se mostré que la
respuesta de mADN inducida por AA depende de la actividad de p38 MAPK o JNK
(datos no publicados), pero no del &cido cis-7-hexadecenoico que se acumula
preferentemente en las gotas de lipidos. Esta ultima observacion sugiere que es
poco probable que los componentes de AG en gotas de lipidos medien la respuesta
a AA. Ademaés, las actividades de SIRT1, PPARa y CPT1 también son
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indispensables [12]. M&s aun, los objetivos conocidos de la mADN inducida por AA
incluyen genes relacionados con las vias de sefalizacion de receptores acoplados
a proteinas G (GPCR, por sus siglas en inglés). Cuando se extrapola al modelo in
vivo presentado aqui, los datos in vitro sugieren que la exposicion inicial (es decir,
durante el embarazo o antes del coito en hembras y machos, respectivamente) a
AA induce cambios en las vias relacionadas con el GPCR que dan como resultado
la sefalizacion y captacion de AA, la activacion de p38 MAPK y JNK, que conducen
a la lipogénesis de novo y metabolitos de AG originados por la oxidacién de AG que
pueden actuar como ligandos de PPAR. Las ultimas moléculas, ya sea en la
superficie de las gotas de lipidos [147,148] o en otros compartimentos celulares,
podrian activar la oxidacién de AG en ausencia de AA exdgeno, representando asi
una memoria de exposicion pasada que imita los efectos de AA (Figura 14). La
memoria molecular propuesta no se veria afectada por la extensa reprogramacion
del epigenoma de la linea germinal. Este seria un mecanismo general comprobable
de preservacion de la memoria metabolica entre generaciones. Los estudios in vitro
que utilizan la linea celular monocitica, THP-1 muestran que el AA se asocia con un
aumento agudo en la lipogénesis de novo y la mADN [12,96]. En particular, una
estimulacién de AA por dos horas conduce a una sintesis de novo de &cido miristico,
palmitico, palmitoleico y cis-7-hexadecenoico, un isémero del palmitoleico [96,149].
Ilgualmente, se puede detectar un incremento en la mADN a las tres horas después
de la estimulacion de AA (datos no publicados). Sin embargo, se desconoce hasta
gué punto se mantienen estos cambios agudos en el contenido de mADN y AG, y/o
como afectan el contenido de AG posterior a la exposicion a AA.

Dado que varios estudios no encontraron ninguna asociacién entre la exposicion a
AAYy la ingesta de alimentos [127,129,150], es improbable que el aumento de peso
corporal inducido por AA sea el resultado de un aumento de las calorias ingeridas,
y sea mas bien atribuible a un mejor desarrollo como se abordo en la introduccion

de esta tesis.
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inducido por AA y la acumulacién de C16: 1n9. Los ndameros del 1 al 7 indican la fuente
bibliografica de la siguiente manera. La exposicién a AA conduce a la activacion de la cinasa JNK y
p38 que fosforila cPLA2a, PGC1a y PPARa (1, [149]; 2, [151]; 3, [152]); la activacion de la primera
conduce a la formacion de gotas de lipidos enriquecida en C16: 1n9 (4, [96]), mientras que la Gltima
activa una ronda de FAO (oxidacién de acidos grasos, por siglas en inglés) en presencia de ligandos
de PPARa generados en la superficie de la gota de lipidos (5,[148]) u otros metabolitos derivados de
AA independientes de LD (6, [153]). En negrita, la actividad de la proteina que es necesaria para la
MADN inducida por AA en células THP-1; en cursiva, la via de sefalizacién que se asocia con

alteraciones en la mADN y expresion del ADN (7, [12]).
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8 Conclusiones y perspectivas

El trabajo llevado a cabo en la presente tesis, condujo a las siguientes conclusiones

principales:

1)

2)

3)

4)

En una cohorte de humanos adultos mexicanos con diferentes estados
nutricionales (eutroficos, sobrepeso y obesidad), los niveles de AA en sangre
periférica estan asociados con un incremento en la mMADN
independientemente de su IMC en el dia postprandial. De igual manera, los
mg de suplemento proporcionados a los ratones correlacionaron
positivamente con la mADN en el higado de la progenie.

Los sujetos eutréficos presentan una mayor mADN en comparacion con los
individuos con sobrepeso y obesidad, independiente del estado fisiolégico.
El estudio transgeneracional de ratones revel6 que el AA es un importante
modificador del peso corporal, asi como de los pesos de higado y de cerebro,
de manera acumulativa, pero transitoria, ya que en ratones adultos
desaparece el efecto.

El peso del higado de ratones correlaciona con la mADN vy el &cido cis-7-
hexadecenoico presente en las gotas de lipidos, y que es un AG
antiinflamatorio, y en los machos esta observacion depende de la mADN de
la region promotora del gen Scdl, que codifica para una enzima desaturasa
de SFA a MUFA.

Perspectivas:

Para responder muchas de las preguntas que surgieron de este trabajo, podrian

realizarse otros estudios en ratones de manera transgeneracional a diferentes dosis

de AA, para entender la relacién entre dosis y respuestas.

También, ayudaria a entender mejor los efectos de los AG en la dieta, utilizar un

grupo de ratones con HFD en conjunto con AA, para evaluar si un estado

metabdlicamente patoldgico tiene la capacidad de conservar el fenotipo de aumento

de peso transitorio, exclusivo de ratones jévenes.

De igual manera, es importante elucidar la edad del ratdn para producir progenie en

gue ya no tendra el efecto observado en este estudio, ya que nuestros datos
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muestran que a los 5 meses el fenotipo se diluye, sin embargo las cruzas se llevaron
a cabo a los 3 meses.

A su vez, un estudio transgeneracional pero utilizando como suplemento el acido
cis-7-hexadecenoico, ayudara a entender la interrelacion de AA con este AG a largo

plazo.
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10 ANEXOS
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ANEXO 1. Cambio de peso corporal en progenie suplementada con AG relativo al de la progenie no suplementada en hembras y machos
através de las generaciones. APCT: promedio del cambio relativo de peso corporal entre la progenie de ratones suplementados en relacion con
la progenie de los no suplementados.; MAA and MBSO: suplemento materno; PSBO and PAA: suplemento paterno; panel superior progenie hembra,

inferior, progenie macho: las diferencias estadisticas se determinaron con ANOVA y prueba de Scheffé; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p<0.001.
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ANEXO 2. Correlacion entre los mg suplementados de AG e indicadores de fertilidad

Tamano de la Relacién % embarazo

camada machos:hembras

tAA 0.3607 -0.6621 -0.2030
tSBO 0.4915 0.5413 -0.4870
gAA 0.5516 -0.8854** -0.4761
gSBO 0.5551 0.6847 -0.2977

Correlacion de Pearson entre los mg suplementados del AG y las variables asociadas a fertilidad. **, p < 0.01.



ANEXO 3

Peso de los drganos de la progenie de ratones suplementados con AG a 1y 5 meses de vida.

Ratones de 1 mes cuyos padres fueron suplementados con AG

Higado Cerebro Testiculos
peso (g) peso (9) # peso (g)
Progenie machos hembras machos hembras machos hembras machos hembras
MAA F1 10 10 0.68+0.19  0.68+0.17 10 10 0.39+0.03  0.40+0.03 10 0.08+0.02
F1 (2x) 5 5 0.99+0.13  0.90+0.20 5 5 0.56+0.30  0.42+0.04 5 0.10+0.02
F2 5 4 1.0440.12  1.00+0.15 5 5 0.42+0.01  0.42+0.02 5 0.11+0.02
F3 5 6 1.02+0.17 0.92+0.1 5 6 0.41+0.02  0.42+0.03 5 0.11+0.01
PAA F1 10 10 0.59+0.17  0.62+0.16 10 10 0.37+0.03  0.37+0.03 10 0.07+0.03
F2 5 5 0.66+0.22  0.55+0.13 5 5 0.40+0.02  0.40+0.02 5 0.10+0.03
F3 4 6 0.96+0.28  0.83+0.19 4 6 0.42+0.04  0.39+0.02 4 0.11+0.02
MSBO F1 10 10 0.82+0.22  0.80+0.18 10 10 0.41+0.03  0.40+0.03 10 0.09+0.03
F2 5 5 0.98+0.11  0.93+0.05 5 5 0.42+0.01  0.41+0.01 5 0.11+0.02
F3 5 5 0.70+0.30  0.69+0.24 5 5 0.39+0.03  0.39+0.04 5 0.08+0.04
PSBO F1 10 10 0.68+0.16  0.61+0.15 10 10 0.38+0.04  0.38+0.03 9 0.08+0.02
F2 5 5 0.65+0.10  0.68+0.11 5 5 0.36+0.05  0.39+0.02 4 0.09+0.05
F3 6 7 0.92+0.15  0.79+0.16 6 7 0.41+0.04  0.40+0.03 6 0.09+0.02
NS 10 10 0.74+0.29  0.71+0.26 10 10 0.39+0.04  0.38+0.05 10 0.08+0.02
PROMEDIO 7 7 0.68+0.19  0.68+0.17 7 7 0.41+0.05  0.40+0.03 7 0.09+0.02
Ratones de 5 meses cuyos padres fueron suplementados con AG
MAA F1 4 5 1.9740.18  1.51+0.11 4 5 0.46+0.03  0.48+0.01 4 0.26+0.04
F1 (2x) 5 5 2.15+0.51  1.41+0.59 5 5 0.44+0.06  0.47+0.05 5 0.27+0.03
PAA F1 5 4 1.87+0.2 1.61+0.18 5 4 0.46+0.03  0.47+0.02 5 0.24+0.01
MSBO F1 5 5 2.09+0.19  1.69+0.22 5 5 0.45+0.05  0.74+0.51 5 0.25+0.01
PSBO F1 5 5 1.8440.21  1.67+0.27 5 5 0.45+0.06  0.46+0.02 5 0.26+0.04
NS 5 3 1.99+0.37 1.64+0.02 5 3 0.46+0.02 0.48+0 5 0.28+0.02
PROMEDIO 5 5 1.98+0.3 1.58+0.29 5 5 0.45+0.04 0.51+0.2 5 0.26+0.03
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ANEXO 4

mMADN en progenie de 1 mes

Higado Cerebro Testiculos
Progenie machos hembras machos hembras
MAA F1 0.90+0.12  1.11+0.36 | 1.96+0.18 2.33+1.17 | 0.4210.14
F1 (2x) 1.17+0.08 1.60+0.16 1.54+0.67 0.93+£0.16 1.97+0.14
F2 1.33+0.23 2.42+0.08 2.21+0.48 1.72+0.28 0.70+0.10
F3 1.96+0.13 1.39+0.07 1.56+0.14 2.03£1.13 0.98+0.04
PAA F1 1.12+0.08 0.8+0.04 2.45+1.70  1.83#0.20 | 0.25+0.14
F2 0.97+0.20 1.25+0.07 2.10+1.18 1.28+0.54 0.43+0.07
F3 2.22+0.07 1.1440.1 2.41+0.32  2.21+0.54 | 0.30+0.03
MSBO F1 1.81+0.21  1.73+0.04 | 3.33%0.30  2.33+0.94 | 0.41+0.09
F2 1.22+0.03 1.2+£0.29 1.63+0.48 1.82+0.48 0.33+0.17
F3 0.65+0.02  1.58+0.55 | 2.09+0.50 2.00+0.68 | 0.37+0.03
PSBO F1 1.1340.11 0.98+0.15 2.00+0.23 2.01+0.29 1.30+0.19
F2 2.63+0.71  1.89+0.39 | 2.06+0.29  2.07+0.17 | 0.25+0.00
F3 2.96+0.43 1.05+0.06 1.16+0.49 1.53+0.42 0.43+0.17
NS 1.1840.52  1.10+0.00 | 1.98+0.51  2.19+0.00 | 2.65+0.17
PROMEDIO 1.52+0.21 1.37#0.17  2.03%0.53 1.88+0.5 0.77+0.11
mADN en progenie de 5 meses
Higado Cerebro Testiculos
Progenie machos hembras machos hembras
MAA F1 2.43+0.78  1.17+#0.11 | 0.67+0.22  0.85+0.06 | 1.27+0.45
F1 (2x) 1.75+0.46 2.96+0.98 0.62+0.18 1.34+0.33 1+1.06
PAA F1 2.33+0.79  3.49+0.51 | 2.08+0.47 2.21+0.39 2.3+0.68
MSBO F1 0.78+0.23 0.75+0.03 1.88+0.3 0.47+0.05 1.15+0.36
PSBO F1 3.16+0.36 2.45+0.3 2.27+0.42 1.7+0.03 2.7+0.67
NS 1.194+0.21 1.13+0.29 0.13+0.04 0.89+0.24 0.69+0.37
PROMEDIO 1.94+0.47  1.9940.37  1.2840.27  1.2440.19 1.5210.6

Todos los valores de mADN representan los promedios de dos réplicas técnicas
de tejido hepético, cerebral o testicular agrupados de 3 individuos de 1 mes de

edad.
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ANEXO 5. Acidos grasos en ratones de 1 mes, en higado, cerebro y testiculos (en
archivo Excel anexo).

ANEXO 6. Acidos grasos ratones de 5 meses en higado, cerebro y testiculos (en
archivo Excel anexo).

81



ANEXO 7

Lipidos totales en higado de ratones de 1 mes

% de peso
Progenie machos hembras
MAA F1 41.08+12.13  45.84+0.87
F1 (2x) 53.02+2.37 18.9+8.62
F2 34.11+0.03 30.19+1.82
F3 31.53+7.79 40.26+8.58
PAA F1 35.82+5.15 32.2+11.91
F2 34.8+2.56 44.42+0.13
F3 40.79+6.31 39.19+4.08
MSBO F1 38.53+2.75 41.57+£1.75
F2 47.08+£3.42 13.33£2.98
F3 31.22+4.08 43.85+8.93
PSBO F1 36.15+4.62 23.93+1.75
F2 42.45+4 4 46.37+£10.78
F3 25.23+4.25 29.83+1.37
NS 45.21+3.03 50.58+2.85

Cada valor representa los promedios de dos
réplicas técnicas de tejido hepatico agrupados de 3
ratones machos o 3 hembras de 1 mes de edad.
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ANEXO 8
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BHIGADO ®CEREBRO OTESTICULOS

ANEXO 8. Frecuencia de correlaciones por grupo de estudio/6rgano/suplemento. La
grafica muestra la frecuencia de observaciones de correlaciones de Pearson con una p
< 0.05 entre las variables gAG o tAG, peso del érgano y mADN, considerando el tipo de

progenie la progenie y de suplemento.
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ANEXO 9

Metilacién gen-especifica en promotores en higado de ratones de 1 mes de edad.

Ppargcla Scdl Fads2

machos hembras machos hembras machos hembras
MAA F1 16.91+0.86 22.65+1.19 5.44+0.28 16.32+1.73 0.00+£0.00  0.00+0.00
MAA F12X 15.46+£1.03 14.14+1.4 2.95+0.94  3.53+0.88 0.0+0.00 0.0+0.00
MAA F2 14.44+1.77 18.46+0.93 2.52+0.27  5.82+0.14 0.00£0.00  0.00+0.00
MAA F3 13.54+1.15 19.08+1.09 2.18+1.73  2.89+0.87 0.00£0.00  0.00+0.00
PAA F1 16.83+1.22 12.35+#1.21 5.16+0.26  3.34+1.73 0.00£0.00  0.00+0.00
PAA F2 12.25+1.51 17.22+1.17 5.54+0.67  3.48+1.73 0.00£0.00  0.00+0.00
PAA F3 17.63+1.28 14.66+1.41 2.04+1.00  4.02+0.41 0.00£0.00  0.00+0.00
MSBO F1 13.87+£1.17 16.46%1.09 1.99+1.73  3.72+1.22 0.00£0.00  0.00+0.00
MSBO F2 17.38+1.41 19.06+1.15 1.01+1.73 12.31+0.66 0.00£0.00  0.00+0.00
MSBO F3 16.57£1.27 16.23%+1.21 3.89+0.54  5.26+0.40 0.00£0.00  0.00+0.00
PSBO F1 20.24+1.27 12.33+1.40 6.42+0.35  2.64+0.43 0.00£0.00  0.00+0.00
PSBO F2 15.86+1.39 16.13+1.27 4.2+0.37 8.66+0.33 0.40+0.90  0.00+0.00
PSBO F3 12.75+1.53 14.92+1.15 3.5+0.06 4.18+0.37 0.00£0.00  0.00£0.00
NS 13.11+£1.27 19.96+1.33 0.85+1.73 10.54+0.38 0.00£0.00  0.00+0.00

Cada dato representa el promedio (£ DS) de la metilacién de las citosinas evaluadas en cada region
en muestras de higados agrupadas de tres individuos cada uno.
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ANEXO 10. Correlaciones entre metilacién del promotor (mp) de Scdl, mp de
Ppargcla, mg de AG suplementado, peso del higado y AG especificos (archivo Excel

anexo).
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ANEXO 11.
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Expresion génica

Metilacién en promotor

ANEXO 11. Analisis de expresion génica. A) Analisis de RT-PCR de genes en progenie de F2. B)
Correlacién de Pearson entre la expresion y la metilacién del promotor en progenie F2. Los datos de
expresion fueron normalizados con el gen 36b4 y con los valores de NS, los de metilacion con NS. .Cada

punto representa el promedio de dos replicas por sexo, de un pool de 3 hembras o 2 machos.
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