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26 gesta (;alorlca promueve la alteracion de la comunicacion
entre el Reticulo endoplasmico (RE) y mitocondria. Hipotesis: La
sobreallmentaCIon materr)a durante el embarazo-lactancia con dieta grasa (HFD),
grasa:azucar (CAF) o azucar (HSD) programa selectivamente la dinamica del RE-
mitocondria en el hipotalamo de la descendencia induciendo disfuncion
metabdlica, y puede’ exacerbarse por consumo de las mismas dietas después del
destete. Metodologia: Se emplearon ratas hembras Wistar alimentadas con dieta
Control, HFD, CAF o HSD por 9 semanas para obtener la descendencia
masculina. Al destete recibieron dieta control o la de su madre. Entre los dias 21 0
60 de edad se determinaron parametros metabolicos empleando kits de ELISA y a
tecnologia de lipidomica, y a los 60 dias se diseco el hipotalamo para determinar
marcadores de la dinamica RE-mitocondria por gPCR, Western Blot y microscopia
electrénica de trasmision (TEM). La funcion mitocondrial se analizd por
microscopia confocal y sondas de actividad de RE-mitocondria (TMRM, ER-Green
Tracker, Rhod-2) en la linea celular de hipotalamo mHypoA-CLU192. Resultados:
La programaciéon materna desregulo la sensibilidad a la glucosa, leptina e insulina
y promovié aumento en el peso del tejido adiposo blanco. Ademas, se identificaron
cambios en las concentraciones de diacilglicéridos, trigliceridos y esfingolipidos.
Las dietas HFD y CAF programaron incremento en la fusidon mitocondrial
(incremento de mitofusina y decremento de DRP1) en el hipotalamo de la
descendencia. De interés, la exposicion a CAF promueve cambios morfolégicos en
la interaccion RE-mitocondria e induce incremento en el evidenciado por TEM.
Finalmente, la estimulacion de neuronas de hipotalamo con el &cido palmitico
incremento la sobrecarga de Ca®* hacia la matriz mitocondrial que correlaciona
con defectos en su disfuncion. Conclusiones: La programacion materna por dieta
hipercalérica induce cambios en la dinamica ‘m|tocondfla§| del hipotalamo,
disfuncion metabolica y cambios en las concentraciones de lipidos en suero de la

descendencia masculina. Estos efectos pueden exacerbarse por el consumo de
dieta hipercalérica después del destete
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Abstract

Background: Materna ,

Iactati%n promotes a Iip:otg\;?cnzumt'on Including  pre-pregnancy, pregnancy and
Diet-induced obesity modelsnsult leading to metabolic dysfunction in offspring.
mitochondria fusion and fissio (DIO). show that changes in hypothalamic
three selective diet formula i n dynamICS modulate metabolic dysfunction. Using
High Sugar Diet (HSD) Wel?]ClUd'ng a High fat diet (HFD), Cafeteria (CAF) and
leads to selective Cha‘nges ypothesized that maternal diets exposure program
dynamics in male offspring le l(;\. hypothalamic mitochondria fusion and fission
by a second exposure aftSr ading to metabolic dysfunction which is exacerbated
nutritional programming incmZ?nnm%hMchOdS: e exposed fomalo N oe et
mating, mating, pregnan g Chow, HFD, CAF, or HSD for 9 weeks (pre-

. Cy and lactation) or to th i '
ng. W i . e same diets to offspring after
weaning. We determined body weight, food intake and metabolic parameters in the

ggf:rm%;rr?q?oiaotgdﬁg_g%yismoe'd‘ Hypothalamus was dissected at 60 days old to
S dimorbholoavib .ra.ctlon markers .by mRNA expression and wc_astern

; P gy by transmission electron microscopy (TEM). Mitochondrial-ER
function was analyzed by confocal microscopy using hypothalamic cell line
m!—lypo_A-CLU192. Results: Maternal programming by HFD and CAF leads to
failure in glucose, leptin and insulin sensitivity and fat accumulation. Additionally,
HFD ar_1d CAF programming promote mitochondrial fusion by increasing the
expression of MFN2 and decreasing DRP1, respectively. Further, TEM analysis
confirms that CAF exposure after programing leads to an increase in mitochondria
fusion and enhanced mitochondrial-ER interaction, which partially correlates with
metabolic dysfunction and fat accumulation in the HFD and CAF groups. Finally,
we identified that lipotoxic palmitic acid stimulus in hypothalamic cells increases
Ca?* overload into mitochondria matrix leading to mitochondrial dysfunction.
Conclusions: We concluded that maternal programming by HFD induces
hypothalamic mitochondria fusion, metabolic dysfunction and fat accumulation in
male offspring, which is exacerbated by HFD or CAF exposure after weaning,
potentially due to mitochondria calcium overflux.
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1. Introduccién
El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o

excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud ("Indicadores por
Estado | OMENT," 2017). Un indice de masa corporal (IMC), igual o superior a 25
kg/m? se categoriza como sobrepeso y un IMC igual o superior a 30 kg/m? se
categoriza como obesidad ("Indicadores por Estado | OMENT," 2017). De acuerdo
a la Organizacion Mundial de la Salud (2014), se estima que hay mas de 1900
millones de adultos con sobrepeso-obesidad, y 41 millones de nifios menores de
cinco anos que se incluyen en esta estadistica ("Indicadores por Estado |
OMENT," 2017) (Fig. 1). México, junto a los Estados Unidos, presentan un 30%
de poblacion adulta con obesidad que se ubica en los primeros lugares de
prevalencia mundial (Barrera-Cruz, Rodriguez-Gonzalez, & Molina-Ayala, 2013).
La Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn de Medio Camino, ENSANUT MC
2016, evidencio que la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en nifios
de 5-11 anos fue de 33.2%, en adolescentes de 12-19 afos fue de 36.3% y en
adultos mayores a 20 afios de 71.2% (Palacios Hernandez, Alanis, & de la Cruz,
2017).

La presencia de obesidad no solo representa un riesgo de fendtipo estético
sino que se ha asociado al incremento de la susceptibilidad a desarrollar
enfermedades crénico-degenerativas, entre ellas, problemas cardiovasculares,
hipertension, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), hiperlipidemia, infarto, algunos tipos
de cancer, apnea del suefio, enfermedades del higado y la vesicula biliar,
osteoartritis y problemas ginecoldgicos (Williams, Mesidor, Winters, Dubbert, &
Wyatt, 2015). Entender las causas precisas que han conducido al incremento
explosivo de obesidad-sobrepeso en nuestra sociedad es complicado. Se propone
que la transicion demografica, la epidemiologica y cambios en la nutricion, son
s6lo algunos factores que han incrementado el sobrepeso y la obesidad en las
ultimas dos décadas (Popkin & Gordon-Larsen, 2004). En particular, las
sociedades modernas han aumentado el consumo de alimentos procesados ricos
en grasas saturadas, azucar y bajos en fibra, siendo conocida como dieta
occidental (Popkin & Gordon-Larsen, 2004). Ademas, el decremento de la
actividad fisica, la ausencia de suefio y el estrés, pueden incidir en el desarrollo
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de estas patologias. Se ha propuesto actualmente que la nutriciéon de los padres
puede tener efectos transgeneracionales que modulan el incremento o prevencion
del desarrollo de obesidad o enfermedades crénicas en la descendencia, siendo
de importancia para esta tesis (Aiken & Ozanne, 2014).

Obesidad en adultos alrededor del mundo

Figura 1 . Prevalencia de obesidad en adultos y menores de 0-19 alrededor del mundo. En
verde, la cantidad de adultos con obesidad por pais, entre mas oscuro el tono de verde
mayor el indice de obesidad. En azul, la cantidad de menores de 0-19 afnos por pais, entre
mads oscuro el tono de azul, mayor indice de obesidad. Modificado de "WHO | Obesity and
overweight," 2017.
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Ejemplos de estos efectos se encuentran los cambios en la alimentacion
por exceso o falta de alimentos evidenciados durante la hambruna holandesa de
1944, el sitio de Leningrado de 1942 a 1944, la gran hambruna china de los afios
1958 a 1961 y también el estudio de Overkalix, un pequefio pueblo al norte de
Suecia con registros desde 1890 hasta la actualidad (Vaiserman, 2011). Con ello,
estos datos epidemiologicos proponen que condiciones de desnutricion puede
inducir transtornos en la descendencia que incluyen a la DMT2, enfermedades
cardiovasculares, y de tipo de conductuales, tales como la esquizofrenia
(Vaiserman, 2011). De este modo, se ha propuesto la teoria de los origenes de la
salud y la enfermedad durante el desarrrollo (DOHaD, por sus siglas en inglés).
La DOHaD propone que los estimulos del medio ambiente durante la
periconcepcion, la gestacion y la lactancia modula el desarrollo de los individuos,
conduciendo a la predisposicion a enfermedades durante etapas posteriores de la
vida (Barker, 1990).

Si bien la DOHaD es un proceso conocido, ha sido dificil de identificar los
principales actores moleculares y fisidélogicos de esta programacion en la salud o
enfermedad de la descendencia. Para identificar tales mecanismos se han
empleado modelos animales en donde se expone a madres a dieta alta en grasa
(HFD), cafeteria (CAF) o alta en azucar (HSD) durante los periodos suceptibles
del desarrollo embrionario los cuales, se conoce, inducen en la descendencia falla
metabdlico, e incrementan la susceptibilidad a presentar resistencia a insulina,
DMT2, enfermedades cardiovasculares e hipertension, higado graso no alcohdlico
y esteatohepatitis (Wankhade, Chintapalli, Zhong, Kang, & Shankar, 2016). Sin
embargo, la caracterizacion de las alteraciones celulares en los diferentes tejidos

durante la programacion materna no ha sido totalmente esclarecida.

Uno de los mecanismos moleculares para explicar el efecto deleterio de la
ingesta de dietas hipercaloricas durante la programacion materna de la
descendencia y su mantenimiento a través de diferentes generaciones, es la
lipotoxicidad. La lipotoxicidad se define como la acumulacion de lipidos,
especialmente de acidos grasos saturados y especies de lipidos como las
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ceramidas entre otros, en tejido no adiposo que causa efectos adversos en la
homeostasis metabolica (Engin, 2017). La lipotoxicidad induce la activacion de
estrés de RE y disfuncion mitocondrial influyendo en la homeostasis celular
(Engin, 2017). A la fecha, se ha reportado que la lipotoxicidad asociada a la
obesidad materna induce estrés de RE, disfuncion mitocondrial, alteraciones en la
cantidad de ADNmt y en el epigenoma de los 6vulos (McPherson et al., 2015).
Algunos de efectos también pueden ser identificados en los blastocistos, y de
hecho pueden preservarse en el higado de los fetos (McPherson et al., 2015).
Recientemente se ha identificado que la lipotoxicidad promueve alteraciones en la
morfologia mitocondrial del higado y cerebro (Arruda et al., 2014; Cardenas-Pérez
& Camacho, 2016; Diaz et al., 2015) posiblemente vinculadas a los procesos de
fusion y fision mitocondrial (Youle & Van Der Bliek, 2012), a través de las enzimas
guanosina trifosfatasas (GTPasas).

Asi, la programacion materna por dietas hipercaloricas en modelos murinos
disminuye la expresion de las proteinas OPA1 y DRP1 en el musculo esquelético
de la descendencia femenina (Saben et al., 2016) y en el caso de los machos,
altera la actividad catalitica mitocondrial a nivel de musculo esquelético (Pileggi et
al., 2016). Aunado a lo anterior, estos cambios pueden mantenerse a través de
tres generaciones (Saben et al., 2016). Interesantemente, el efecto negativo de la
lipotoxicidad sobre la homeostasis metabdlica se extiende hasta el sistema
nervioso a nivel del hipotalamo, en donde se ha identificado altera las sefiales
neurologicas que regulan el hambre y la saciedad (De Souza et al., 2005). Asi,
intervenciones nutricionales que mejoren el medio ambiente en el utero para una
mejor programacion fetal podrian tener un gran impacto para la prevencion del
desarrollo de la obesidad y enfermedades metabdlicas relacionadas como la
obesidad-DMT2 vy alteraciones en conductas de comportamiento de la
descendencia.

En su conjunto, en ésta tesis se identifico el efecto selectivo de la ingesta
de dietas hipercaldricas durante la programacion materna (perigestacional,
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gestacional y lactancia) en el desarrollo de lipotoxicidad y su efecto en el
neurodesarrollo a través de cambios substanciales a nivel de la estructura y
funcion del RE y la mitocondria. Ademas, se evidencido el impacto de la
programacion materna sobre las alteraciones neuronales en el neurodesarrollo y
su asociacion con la disfuncion metabdlica en la descendencia y la susceptibilidad
a presentar obesidad-DMT2.

2. Antecendentes

2.1 Regulacion de la homeostasis energética del cuerpo

La homeostasis energética es el control del balance de energia e involucra
la regulacion del consumo de energia y el gasto energético (Morton, Meek, &
Schwartz, 2014). EI consumo de energia esta regulado principalmente por el
apetido, que a su vez esta controlado por factores neuroreguladores (hormonas y
neurotransmisores) (Morton et al., 2014). Por otro lado, el gasto energético esta
constituido por tres principales componentes: metabolismo basal, termogénesis y
actividad fisica. En este sentido, el cerebro juega un papel importante en
mantener la homeostasis energética (Morton et al., 2014). En los mamiferos uno
de los centros de control mas importantes de la homeostasis de energia y del
apetito es el hipotalamo, el cual se encarga de la integracion de las sefales
hormonales y de energia de la periferia.

2.2 El hipotalamo y su funcién en el metabolismo energético

2.2.1 Anatomia del hipotalamo

El hipotalamo es un area del Sistema Nervioso Central (SNC)
especificamente del diencéfalo, localizada debajo del talamo (Dudas, 2013). Su
nombre viene del prefijo griego hypo (umd) y del sustantivo griego thalamos
(6dAapog) que significa lecho nupcial, este nombre acufiado por su posicion
debajo de la region del talamo donde llegan los estimulos sensoriales con

excepcion del olfato (Dudas, 2013). El hipotalamo se extiende basalmente a nivel
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del quiasma optico, adjunto a la lamina terminal al plano coronal justo posterior a
los cuerpos mamilares, su borde superior es definido por el sulco hipotalamico
entre el talamo e hipotalamo y el margen lateral se extiende de los planos
paramedianos-sagitales a través de los tractos olfatorios (Fig. 2 y 3) (Dudas,
2013).

Entre las principales funciones que desempefia el hipotalamo se incluyen
su regulacion del comportamiento, la respuesta autondmica y las respuestas
enddcrinas, asi como también, su participacion en al menos 6 funciones vitales en
el organismo: 1) Presion sanguinea y control de los electrolitos via nucleo
paraventricular, 2) Metabolismo energético, via ARC, nucleo paraventricular y
area lateral hipotalamica, 3) Conductas reproductivas, via area medial predptica,
ventromedial y nucleo ventral premamilar, 4) Temperatura corporal, via region
predptica 5) Comportamiento defensivo, via paraventricular, hipotalamo anterior,
nucleo premamilar dorsal y el area lateral hipotalamica, 6) Ciclo circadiano, por el
nucleo supraquiasmatico, area lateral hipotalamica y el nucleo tuberomamilar
(Hudspeth, Jessell, Kandel, Schwartz, & Siegelbaum, 2013).
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Figura 2. Estructura del hipotalamo, vista frontal del hipotalamo. Modificado de Principles of
Neural Science, capitulo 47; Hudspeth, Jessell, Kandel, Schwartz, & Siegelbaum, 2013 (Hudspeth

et al., 2013). Vista frontal del hipotadlamo. El tercer ventriculo esta en la linea media; los nucleos

paraventricular, dorsomedial y arcuato estan adyacentes al tercer ventriculo. El nucleo

ventromedial es parte de la columna medial del hipotalamo y al lado se encuentra el hipotalamo

lateral.

24



Plano frontal de la
figura A

Comisura anterior

Nucleo premamilar dorsal

Nucleo medial
preoptico

Area tegmental ventral

Nucleo hipotalamico
anterior

Substantia nigra

Nucleo
hipotalamico )
- Cuerpo mamilar
Nucleo
premamilar
ventral
Infundibulum

Pituitaria

Figura 3. Estructura del hipotalamo, vista sagital del hipotalamo. Modificado de Principles of
Neural Science, capitulo 47; Hudspeth, Jessell, Kandel, Schwartz, & Siegelbaum, 2013 (Hudspeth
et al., 2013). Vista sagital del de la columna media del hipotadlamo mostrando los nucleos de
manera caudal y adyacente a la sustancia nigra y al area ventral tegmental del mesoencéfalo.

2.2.2 El metabolismo energético en el hipotalamo: Papel del nucleo arcuato
El hipotalamo se integra por multiples nucleos que regulan la ingesta de
alimento, denominados “centro de la saciedad”, conformados principalmente por el
nucleo dorsomedial, el ventromedial, la porcion medial del hipotalamo lateral, el
nucleo premamilar y el nucleo arcuato (ARC) (Young & Polston, 2013). EI ARC
esta localizado en la parte dorsal de la eminencia mediana y el tercer ventriculo
del hipotalamo, ademas de que sus fibras proyectan al nucleo paraventricular y la

region perifornical.

El ARC es nombrado en roedores y en humanos, también se conoce como

nucleo infundibular (Young & Polston, 2013). En las ratas estd compuesto de
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100,000 neuronas en los machos y 86,000 en las hembras (Leal, Andrade,
Paula - Barbosa, & Madeira, 1998). En humanos, ocupa un menor volumen,
alcanzando tan solo un %2 del tamafio del nucleo ventromedial y sus limites son
poco definidos, por lo que se desconoce el numero preciso de neuronas que lo
componen (Young & Polston, 2013). En su anatomia e integracion con el resto del
cerebro, el ARC tiene aferencias a la amigdala, al hipocampo y a la corteza
entorrinal, y hacia el nucleo paraventricular (DeFalco et al., 2001). Quiza, una de
las condiciones mas relevantes en cuanto a la participacién del ARC en la
fisiologia del cuerpo humano, obedece a que ademas de la integracion sensorial a
partir de sus aferencias sinapticas, el ARC se encuentra anatdmicamente cercano
a los capilares de la eminencia mediana, permitiéndole la integracion de senales
hormonales y metabdlicas, que incluyen la leptina, insulina y ghrelina, acidos
grasos, aminoacidos y azucares. Ademas, el ARC se implica en la plasticidad,
neurogénesis en el adulto y sensibilidad a la leptina (Young & Polston, 2013).

A nivel molecular, el ARC esta conformado por el sistema de neuronas
melanocorticas, que pueden ser: 1) Orexigénicas: Estimulan la ingesta de
alimentos y expresan neuropéptido Y (NPY)/Agouti-related protein (AgRP); 2)
Anorexigénicas que inhiben la ingesta de alimentos (neuronas que expresan
POMC (Propiomelanocortina) y CART (Cocaine and Amphetamine Related
Transcript) (Fig. 4) (Cone, 2005). Las neuronas NPY/AgRP del ARC expresan los
receptores antagonistas a la proteina AQRP MC3R y MC4R (Cone, 2005). Se ha
identificado a través de registros electrofisiolégicos que los sistemas de
neurotransmision en las POMC/CART se componen de los neurotrasmisores
GABA y glutamato, y ademas expresan receptores a GABA (Fig. 4) (Cardenas-
Pérez & Camacho, 2016).
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Figura 4. Las neuronas del niudcleo arcuato (ARC). Neuropéptido Y/Agouti related protein
(NPY/AgRP) y Propiomelacérticas (POMC) y sus conexiones con el nucleo paraventricular (PVN),
encargadas de estimular o inhibir el apetito. Modificado de Cardenas-Pérez & Camacho
(Cardenas-Pérez & Camacho, 2016). El la figura se puede observar que en el nicleo arcuato se
encuentran las neuronas NPY/AgRP y POMC y que éstas tienen proyecciones al niucleo PVN. A su
vez, las neuronas NPY/AgRP liberan el neurotransmisor inhibitorio GABA inhibiendo la sefial de
POMC, estimulando el apetito.
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2.2.3 Integracion hormonal del hipotalamo en la regulacion del metabolismo
energético corporal: Papel de la insulina, leptina y ghrelina

Hipotalamo

Complejo Dorsal

Vagal ——

Columna
cervical

| —

Sangre /
Leptina Insulina
% Pancreas

Sefiales de largo plazo Senales de corto plazo

Tejido
Adiposo Saciedad

Figura 5. Mecanismos neurales y endocrinos del balance energético. Modificado de Principles
of Neural Science, capitulo 49; Hudspeth, Jessell, Kandel, Schwartz, & Siegelbaum, 2013
(Hudspeth et al., 2013). Matenimiento a corto y largo plazo. SeAales a corto plazo: La ghrelina es
liberada del estomago y su sefial llega al cerebro promoviendo la alimentacion. Por otro lado, la
colecistoquinina (CCK) estimula el nervio vago promoviendo saciedad. Sefales a largo plazo: La
leptina e insulina informan al cerebro acerca del estado de los depositos de grasa. La leptina es
producida por el tejido adiposo, mientras que la insulina por el pancreas. Estas hormonas son
sensadas por sus receptores en el nucleo arcuato como por sus receptores del complejo dorsal

vagal, reduciendo el consumo de alimento e incrementando el gasto energético.

El hipotalamo esta implicado en la integracion de sefiales periféricas de naturaleza
hormonal que le informan el estado metabdlico y energético del cuerpo (Fig. 5).

Entre las hormonas mas importantes en este contexto son:

Insulina

Es una hormona peptidica anabdlica producida por las células beta de los
islotes pancreaticos que reduce la ingesta de alimentos y peso corporal, regulando
el metabolismo de carbohidratos (Fig. 5). Los receptores a insulina se expresan en
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todo el SNC y son abundantes en el ARC (Cone, 2005). La respuesta de insulina
dentro de la célula comienza cuando la insulina se une al receptor de insulina (IR)
o al insulin-like growth factor 1 (IGFR1); y activa diversos procesos celulares a
través de la via PI3BK/AKT/mTOR/AMPK (Fig. 5 y 6 A) (Boucher, Kleinridders, &
Kahn, 2014). La activacion de la sefial de PI3K por insulina se ha identificado en el
ARC vy esta relacionada con la inhibiciéon del consumo de alimento (Varela &
Horvath, 2012) a través del incremento en la expresion de NPY y AgRP (Cone,
2005).

El receptor de insulina es un tipo de receptor de tirosina cinasa, en el cual el
ligando dispara una autofosforilacién de residuos de tirosina. La adicion de grupos
fosfato genera un sitio de union para el sustrato de receptor de insulina (IRS-1), el
cual se activa fosforilandose (Boucher et al., 2014). La activacion de IRS-1 inicia la
transduccion de sefales y se une a PI3K activandola (Boucher et al., 2014). Esto
luego cataliza la conversion de fosfatidilinositol 4-5-bifosfato en fofatidilinositol
3,4,5-trifosfato (IP3). IP3 actua como segundo mensajero e induce la activacion de
diferentes cinasas como AKT que dispara la translocacion del transportador de
glucosa GLUTA4, facilitando la difusion de glucosa a la célula (Boucher et al., 2014)

Leptina

Su nombre viene del griego leptos (Ae1TT0G) que significa delgado, es una
hormona peptidica producida principalmente por el tejido adiposo que ayuda a
regular el balance de energia suprimiendo el hambre (Fig. 5) (Baskin, 2015). Sus
receptores LepR se encuentran principalmente en las neuronas NPY y POMC del
ARC (Baskin, 2015).

La leptina actua a través de los receptores LepR activando la proteina JAK
y STAT3 en las neuronas NPY/AgRP y en las POMC, asi inhibe la expresién de
NPY y AGRP por medio de la sefial de PI3K (Fig. 6 A) (Baskin, 2015). El resultado
final de la integracion hipotalamica de la leptina es la supresion del consumo de

alimento.
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Ghrelina

La ghrelina es un péptido de 28 aminoacidos principalmente sintetizado en
el estbmago y es secretado a la circulacion (Stark & Andrews, 2014). La ghrelina
es un potente estimulador de la liberacién de la hormona de crecimiento y potencia
la ingesta de alimentos y la ganancia de peso para regular la homeostasis
energética (Stark & Andrews, 2014).

Su receptor blanco principalmente es el GHSR1a, que tiene una maxima
expresion en el ARC en las neuronas orexigénicas AgRP en aproximadamente un
94% y en las neuronas anorexigénicas POMC se expresa en menos de un 8%
(Stark & Andrews, 2014). La ghrelina estimula la actividad de las neuronas NPY y
AgRP y se conoce que la ablacion genética de AgRP en la etapa adulta evita los
efectos orexigénicos de la ghrelina (Stark & Andrews, 2014).

El receptor de ghrelina esta acoplado principalmente a la proteina Gag11, la
cual activa la fosfolipasa C y conduce a la generacion de dos mensajeros
secundarios: el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (Mokrosinski,
Madsen, & Holst, 2014). El IP3 liberado en el citoplasma puede luego inducir
sefalizacion por Ca2+ que a su vez pueden fosforiliar al elemento de respuesta a
union de proteina (CREB) (Fig. 6 A) y también puede inducir a la via de
sefalizacion de Rho GTPasa resultando en la activacion del elemento de
respuesta a suero (SER) (Fig. 6 A) (Mokrosinski et al., 2014).
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Figura 6. Hormonas y receptores que regulan el metabolismo energético. A) Vias activadas
por la accién de la insulina y leptina en el ARC. B) Vias activadas por la accién de la ghrelina.
Modificado de Varela & Horvath, 2012 y Mokrosinski, Madsen & Holst 2014 (Mokrosinski et al.,
2014; Varela & Horvath, 2012). Insulina: La activacion de IRS-1 inicia la transduccion de sefiales y
se une a PI3K activandola. Esto luego cataliza la conversién de fosfatidilinositol 4-5-bifosfato en
fofatidilinositol 3,4, 5-trifosfato (IP3). IP3 actia como segundo mensajero e induce la activacion de
diferentes cinasas como AKT. Leptina: La leptina actua a través de los receptores LepR activando
la proteina JAK y STAT3 en las neuronas NPY/AgRP y en las POMC, asi inhibe la expresién de

NPY y AGRP por medio de la sefal de PI3K. Ghrelina: esta acoplado princialmente a la proteina
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Gagn1, la cual activa la fosfolipasa C y conduce a la generacion de dos mensajeros secundarios: el
diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3).

2.3 La lipotoxicidad es un mecanismo patogénico que genera daio
metabdlico en érganos claves para el desarrollo de DMT2

El desarrollo de obesidad requiere un estado de balance energético positivo
principalmente relacionado con el incremento del tejido adiposo. Sin embargo, aun
no esta del todo claro por qué la expansidén del tejido adiposo en personas con
obesidad esta fuertemente asociada con la generacion de resistencia a la insulina
y DMT2. Una de las hipétesis que trata de explicar este vinculo dificil de entender,
propone que durante la obesidad se altera la capacidad de expansion y funcion del
tejido adiposo promoviendo el flujo de acidos grasos de los adipocitos y su
acumulacion en el plasma incrementando la susceptibilidad al deterioro metabdlico
(Carobbio, Rodriguez-Cuenca, & Vidal-Puig, 2011).

En este contexto, las alteraciones en el perfil de lipidos en en el plasma de
humanos con obesidad pueden reproducirse en modelos animales con obesidad
genética (ob/ob) u obesidad inducida por una dieta alta en grasa (Lee et al., 2001).
El uso de estos modelos animales ha sugerido que el escape de los lipidos del
tejido adiposo y la acumulacion ectopica de ceramidas, acilcarnitinas,
diacilgliceroles y de acidos grasos saturados genera dafno tisular en érganos
metabolicamente relevantes, incluyendo, el musculo esquelético, el higado, las
células beta del pancreas, el miocardio y el cerebro, un evento que se le ha
denominado lipotoxicidad (Carobbio et al., 2011). La lipotoxicidad se asocia a la
activacion de estrés del reticulo endoplasmico, la disfuncidn mitocondrial e
inflamacion en tejidos implicados en la homeostasis metabdlica, incluyendo las
células beta pancreaticas, el musculo esquelético y cardiaco. La afeccion en estos
sistemas puede inducir la generacién de resistencia a la insulina y el desarrollo de
DMT2 (Cnop, 2008; Porte & Kahn, 2001). Quiza el mejor ejemplo del dafio
lipotoxico tisular asociado al incremento en los niveles de lipidos en sangre

provenga de los sujetos que presentan lipodistrofia, los cuales son incapaces de
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formar tejido adiposo y por lo tanto no pueden almacenar lipidos en este 6rgano,
promoviendo la fuga de los mismos y su acumulacion en 6rganos periféricos. El
incremento de lipidos en la sangre de los lipodistroficos correlaciona con la
presencia de cardiomiopatia, higado graso, resistencia a la insulina, etc, todas
ellas son caracteristicas presentes en el sindrome metabdlico y diabetes (Robbins
& Savage, 2015). De interés, la lipotoxicidad también puede ocurrir en el SNC, tal
y como se ha observado en diversas enfermedades neurodegenerativas (Eizirik,
Cardozo, & Cnop, 2007).

En su conjunto, defectos en el almacenaje de lipidos en el tejido adiposo
dan lugar a la fuga y acumulacion ectdpica en organos metabdlicamente
relevantes en el control de energia, favoreciendo el desarrollo de dafo tisular y
generando obesidad y DMT2. Consideramos que el SNC puede ser un blanco
para mostrar dafno celular inducido por lipotoxicidad en el contexto de obesidad o
incremento de ingesta cal6rica. Sin embargo, también es importante mencionar
que el grado de daro lipotoxico es dependiente de la especie de lipido acumulada

en el sistema, lo cual describiremos a continuacion.

2.3.1 Generacion de lipidos lipotoxicos: Sintesis de ceramidas

El metabolismo de los esfingolipidos es controlado por una red compleja de
vias interconectadas que llevan a la produccion de moléculas bioactivas (Samad,
Badeanlou, Shah, & Yang, 2011). La ceramida es la molécula principal en el
metabolismo de esfingolipidos y el precursor comun. Su produccion puede ser
mediada por la sintesis de novo por la enzima palmitoil transferasa (SPT) y la
ceramida sintasa (CerS) o la hidrdlisis de la esfingomielina de la membrana por la
enzima esfingomielinasa (Samad et al., 2011).

La sintesis de esfingolipidos de novo comienza con la condensacion de la
serina y la palmitoil-coenzima A por la enzima SPT para formar 3-
cetodihidroesfingosina (Brice & Cowart, 2011). Esta enzima, que se localiza en el
RE, existe como un multimero de 480kDa compuesto por un conjunto de 4
dimeros (Brice & Cowart, 2011). Las reacciones siguientes son catalizasas por 3-
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cetoesfingosina reductasa, las ceramida sintasas y las dihidroceramidas
desaturasas (Benjamin T. Bikman & Summers, 2011).

Esta via puede ser inducida por eventos inflamatorios que se encuentran
sobreregulados en la obesidad y el consumo de dieta alta en grasa, provocando
resistencia a insulina (Benjamin T. Bikman & Summers, 2011). Sin embargo,
inhibidores de la sintesis de novo de ceramidas, como la miriocina pueden
proteger en contra de la resistencia a insulina en ratas diabéticas Zucker
(Benjamin T. Bikman & Summers, 2011). Los acidos grasos proinflamatorios como
el acido palmitico pueden modificar las tasas de sintesis y degradacion de
ceramidas, incrementado su produccion (William L. Holland et al., 2011). Por lo
tanto, las ceramidas propician la inflamacion que a su vez inhibe la accién de la
insulina, desencadenando DMT2 (William L. Holland et al., 2011).

También se sabe que las ceramidas inhiben la accién de AKT por dos
mecanismos: El primero promueve su desfosforilacion via la proteina fosfatasa 2A,
la cual es blanco directo de los esfingolipidos y el segundo previene la
translocacion de AKT via PKC( (Benjamin T. Bikman & Summers, 2011). Las
ceramidas inhiben también la sefial dependiente de insulina hacia AKT (Benjamin
T. Bikman & Summers, 2011). Las ceramidas también pueden alterar la dinamica
bioenergética de la mitocondria, ya que afectan la cadena transportadora de
electrones y aumentan las especies reactivas de oxigeno. Modelos in vivo han
apoyado esto concluyendo que la inhibicion de sintesis de ceramidas mejora la
funcion mitocondrial (Ussher et al., 2010).

2.3.2 Ceramidas, diacilgliceroles y lipidos saturados: Especies de lipidos
clave en el desarrollo de daio lipotéxico tisular asociado a la generacién de
diabetes

El efecto lipotdxico que manifiesta la acumulacion de lipidos especificos en
los organos del cuerpo durante la obesidad, se determina en gran medida debido
a que cada organo posee su propio perfil de lipidos, con ello, cambios selectivos
en las especies de lipidos en diferentes 6rganos pueden ser relevantes en el
desarrollo de lipotoxicidad. En este contexto, se conoce que de manera fisiologica
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las ceramidas de tipo C18:0 son esenciales para el desarrollo cerebelar y las
C22:0-24:0 modulan la funcion hepatica (Ginkel et al., 2012; Pewzner-Jung et al.,
2010). Mientras que los diacilgliceroles y los lipidos saturados participan en
procesos de sefializacion intracelular en muchos tipos celulares del cuerpo
(Chakraborty & Jiang, 2013).

En trabajos previos, se ha identificado el perfil lipidobmico en modelos de
obesidad y su contribucion a la disfuncion neuronal (Camacho et al., 2013;
Camacho et al., 2012; Delint-Ramirez et al., 2015). En esos estudios se ha
propuesto que los lipidos difieren en su grado de toxicidad, exponiendo que ciertas
especies como las ceramidas, diacilgliceroles y lipidos saturados promueven
efectos mas toxicos que los triacilglicéridos. Por ejemplo, se conoce que la
incubacion de los islotes beta del pancreas con acidos grasos saturados de
cadena larga y ceramidas, inducen la apoptosis de sus células favoreciendo el
desarrollo de diabetes (Unger & Scherer, 2010).

Por su parte, en humanos con sobrepeso y obesidad se ha demostrado la
acumulacion de ceramidas (C:20 y C:22) y de acidos grasos saturados de cadena
larga en el musculo esquelético lo que correlaciona con la presencia de diabetes
(de la Maza et al., 2015). De hecho, biopsias de higado de mexicanos con
obesidad diagnosticados con enfermedad hepatica presentan acumulacion de
triacilglicéridos (Le6n-Mimila et al.,, 2015). Asimismo, se ha reportado un
incremento del 76% y 83% en las ceramidas C16:0 (1 vs 4 yM) y C20:0 (0.1 vs
0.65 uM) en el musculo de sujetos con obesidad cuando se compara con humanos
delgados, respectivamente (Adams et al., 2004; Drobnik et al., 2003). También se
ha reportado que hay un incremento en ceramidas en el plasma de personas con
hepatoesteatosis no relacionada con el alcohol (Anjani et al., 2015).

Algunos reportes han asociado a las especies C:24 con resistencia a
insulina y diabetes (Kasumov et al., 2015; Rico, Bandaru, Dorskind, Haughey, &
McFadden, 2015). Por su parte, la administracion venosa de acidos grasos

saturados libres a humanos produce resistencia a la insulina en el musculo
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(Szendroedi et al.,, 2012). De esta forma, la evidencia demuestra claramente el
papel selectivo de los lipidos en el desarrollo de toxicidad, la cual también
depende del tejido seleccionado. Una de las probables razones de este efecto se
debe a que la acumulacién de triacilglicéridos en los 6rganos genera nuevas
especies de metabolitos que llegan a ser toxicas, incluyendo, acilcarnitinas, acidos
grasos saturados de cadena larga, ceramidas, y/6 diacilgliceroles (William L
Holland et al., 2007; Watson, Coghlan, & Hundal, 2009).

Las alteraciones en el perfil de lipidos identificadas en el plasma de
humanos con obesidad pueden reproducirse en modelos animales con obesidad
genética (ob/ob) u obesidad inducida por la ingesta de dieta alta en grasa. Los
datos demuestran que las personas con obesidad exhiben un incremento del 86%
en los niveles plasmaticos de ceramida C18:0, y en menor grado, el incremento
especifico de triglicéridos que incluyen la 16:0/16:0/18:1 y 16:0/18:1/18:0
(Kotronen et al., 2009). Por otro lado, en musculo de pacientes, la resistencia a
insulina fue caracterizada por altos niveles de esfingolipidos C18:0 y en plasma,
los diacilglicéridos y ésteres de colesterol (T. et al., 2016). Ademas, analisis
cuantitativos tanto en ratones con HFD o en humanos con DMT2, han
determinado que las dihidroceramidas podrian ser biomarcadores de DMT2
(Wigger et al., 2017).

Por su parte, los resultados mostrados en modelos animales de obesidad
genética evidenciaron un incremento del 40% en los niveles de triacilgliceroles
(valores de 18 mM) y un 25% en acidos grasos saturados de cadena larga
(valores 1 pM) (Ussher et al.,, 2010). Por otro lado, la dieta alta en grasa en
ratones generd un incremento plasmatico de 284% en ceramida C20 (valores de
0.026 upM), y de C14, C160, C18 (valores de 0.26, 0.08, 0.04 uM,
respectivamente). En este mismo modelo, se observé un incremento del 100% en
los niveles de triglicéridos (valores 20 mM), acidos grasos de cadena larga
(valores de 5 yuM), ceramidas (valores 140 yuM), y diacilglicerol (600 pM) en el
musculo (Shah et al., 2008). Ademas, la acumulacién del lipido saturado, acido
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palmitico, en el corazdn de ratones transgénicos generd apoptosis de los
cardiomiocitos y muerte prematura (Lee et al., 2004). Finalmente, la accién
lipotoxica también puede reproducirse en cultivo de células, por ejemplo, la
incubacion de células de musculo y miocitos de humano con acilcarnitinas o con el
lipido saturado palmitico, decrece la sensibilidad a insulina y la captura de glucosa
(Aguer et al., 2015).

En su conjunto, la obesidad en humanos y en modelos animales con
obesidad genética o por dieta, demuestran que el incremento en los niveles de
triacilglicéridos, ceramidas y acidos grasos saturados en plasma correlaciona con

defectos de la homeostasis energética y susceptibilidad a la muerte celular.

2.4 El estrés del reticulo endoplasmico y la disfuncion mitocondrial son
mecanismos de dafo lipotéxico en el sistema nervioso activados durante la

obesidad

2.4.1 Activacion del estrés de RE en la obesidad propicia el desarrollo de
DMT2

El RE es el organelo responsable de la biosintesis, plegamiento, ensamble
y modificacion de proteinas, y de la biosintesis de lipidos (Cardenas-Pérez &
Camacho, 2016). Bajo condiciones fisiolégicas y patologicas, las células
incrementan su demanda de plegamiento de proteinas, acumulandose agregados
de proteinas en el lumen del RE y promoviendo la respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR) con la finalidad de restaurar el plegamiento correcto de proteinas
y la homeostasis celular (Cardenas-Pérez & Camacho, 2016). Sin embargo, el
incremento de proteinas mal plegadas en el RE produce estrés, que puede
censarse por un selecto grupo de proteinas de membrana llamados: IRE, PERK'y
ATF6. Tanto Ire1a e Ire1f3 cortan el ARNm de la proteina de uniéon X-Box (XBP1)
generando splicing XBP1 (sXBP1) (Cardenas-Pérez & Camacho, 2016). El
propésito final de la activacion de estas cascadas de sefialamiento es la reduccion
de la sintesis general de proteinas y el buen plegamiento de las ya formadas
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mediante la participacion de las chaperonas, entre las que destacan, la GRP78
(BIP), Heat Shock Protein A5 (HSPAS5) disulfido isomerasa (PDI), calnexina
(CANX), calreticulina (CALR) y GRP94 (Cardenas-Pérez & Camacho, 2016).

\
J

XBP1 ARNm Aparato
\ “ de Golgi
XBP1
_ e Produccllon de
proteinas
Nucleo chaperonas

Figura 7. Cascada de respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) y de estrés de RE. Al
aumentar el flujo de proteinas malplegadas al RE, la proteina chaperona BIP se libera de IRE-1a,
PERK y ATF6, permitiendo que actuen como factores de transcripcion permitiendo la produccion
de proteinas chaperonas que ayudan al plegamiento de las proteinas. En condiciones de estrés
prolongado, el objetivo de la respuesta UPR pasa de la supervivencia celular a uno que lleve a la

apoptosis. Modificado de Cardenas-Pérez y Camacho (Cardenas-Pérez & Camacho, 2016).

En el contexto de obesidad, se ha demostrado que el desarrollo de la
resistencia a insulina es inducida por el estrés de RE que dispara la actividad de
JNK a través de IRE1a (Hotamisligil, 2010). La activacion de JNK esta también
relacionada con respuestas inflamatorias junto con el complejo IKK, permitiendo la
activacion de la via de NF-KB que tiene un papel importante en la apoptosis
(Hotamisligil, 2010). Los genes transcritos por NF-KB incluyen citocinas
proinflamatorias y enzimas involucradas en inmunomodulacion, como la
ciclooxigenasa (Kawasaki, Asada, Saito, Kanemoto, & Imaizumi, 2012). Asi, la
inflamacion inducida por el estrés de RE exacerba patologias como la DMT2 y la
obesidad.
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Empleando modelos in vitro también se ha demostrado que el estrés del RE
esta ligado a la lipotoxicidad y a la apotosis; por ejemplo las células B expuestas
cronicamente a elevadas concentraciones de acidos grasos libres (AGL)
incrementan la expresion de los ARNm de ATF4, CHOP y HSPAS (Biden, Boslem,
Chu, & Sue, 2014). También existe potencial de producir estrés del RE por parte
de los AGL en adipocitos, musculo esquelético, miocitos, hepatocitos y neuronas
hipotalamicas (Cardenas-Pérez & Camacho, 2016). Ademas, en modelos
animales de obesidad como el raton ob/ob, se ha reportado la presencia de la
regulacion a la alta de los marcadores de estrés de RE como la HSPAS5, PERK
fosforilado y elF2a fosforilado, tanto en el higado como tejido adiposo (Biden et al.,
2014; Kawasaki et al., 2012). Finalmente, la obesidad inducida por la ingesta de
dietas altas en grasa o de obesidad genética en ratas y ratones, se ha identificado
el incremento de ceramidas, diacilglicerol, colesterol, induciendo la activacion y
expresion de PERK, IRE1a, HSPAS5, CHOP, Xbp1s, ATF4 y un decremento en la
fosforilaciéon de STATS3, resistencia a leptina e inflamacion en el hipotalamo (Borg,
Omran, Weir, Meikle, & Watt, 2012) (Cardenas-Pérez & Camacho, 2016). Ademas,
la induccion de lipotoxicidad por el PAL en neuronas de hipotalamo, promueve
estrés de RE y apoptosis atenuando la sefial de insulina (Mayer & Belsham, 2010).
De interés, este efecto puede ser revertido con la administracién de acidos grasos
no saturados, en parte, por decrecer la inflamacion hipotalamica (Cintra et al.,
2012).

Con ello, la lipotoxicidad asociada al incremento de lipidos correlaciona con
la activacion de ER modulando la sensibilidad a la insulina en diversos tipos

celulares.

2.4.2 La lipotoxicidad durante la obesidad altera la dinamica y funcion
mitocondrial

La mitocondria es el organelo mayormente involucrado en la sintesis de ATP, a
través de su accion en el proceso de fosforilacion oxidativa. Las alteraciones en la
funcién mitocondrial también se asocian a la activacion del estrés oxidativo,

generando un aumento de ROS que puede generar peroxidacion de lipidos, como
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el 4-HNE (4-hidroxinonenal) y dafio al ADN (Bournat & Brown, 2010; Montgomery
& Turner, 2015). Diversas investigaciones han mostrado que en los individuos
obesos con resistencia a la insulina hay disfuncién mitocondrial, disminucion en el
metabolismo de los lipidos y una actividad enzimatica reducida (Bournat & Brown,
2010; Montgomery & Turner, 2015). Ademas, empleando modelos animales
basados en dietas hipercaléricas ha sido posible identificar el dafio oxidativo en el
tejido adiposo a través de la peroxidacion de los lipidos, mediante la supresion de
genes relacionados con glutation (Johnson et al., 2016). Investigaciones en
pacientes con DMT2 han reportado un aumento de malondiadehido (MDA) un
marcador de estrés oxidativo (Das, Biswas, Mukherjee, & Bandyopadhyay, 2016).
Lo anterior ha propuesto que la disfuncion mitocondrial causada por la
lipotoxicidad puede incrementar la suceptibilidad a la DMT2 (Bournat & Brown,
2010). Sin embargo, todavia no queda muy claro si la disfuncion mitocondrial es
consecuencia o causa de la resistencia a la insulina (Lytton, Westlin, & Hanley,
1991) (Fig. 8).

Adicionalmente, los efectos deletereos de la lipotoxicidad en el contexto de
obesidad pueden desregular la interaccion del RE y la mitocondria. El RE y la
mitocondria interactuan metabdlica y funcionalmente a través de uniones entre sus
membranas conocidas como membranas asociadas a mitocondrias (MAMs)
(Rowland & Voeltz, 2012). Su funcion se ha relacionado con el importe de
fosfolipidos del RE a la mitocondria, una respuesta celular entre el RE y
mitocondria, y la sobrevivencia y con la muerte celular. Las MAMs constituyen un
microdominio que recluta diversas proteinas de importancia funcional, entre ellas:
1) Enzimas que participan en la sintesis de lipidos: la colesterol aciltransferasa,
diacilglierol aciltransferasa y fosfadilserina sintasa; 2) proteinas que regulan el
calcio: el receptor inositol-1,4,5-tris-fosfato (IP3R), el recepto de ryanodina (RyR),
el canal mitocondrial dependiente de voltaje anion (VDAC1) y el receptor sigma-1
(SigR1); 3) proteinas que participan en el plegamiento de proteinas: calnexina
(CNX) y ERO1; 4) proteinas involucradas en el remodelamiento por la fusion y
fisiobn de las mitocondrias: dynamin-like 1 (DRP1) y las mitofusinas 1y 2 (MFN 1Y
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2) y 5) proteinas que estabilizan la unién al RE: PACS2 (Fig. 8) (Rowland & Voeltz,
2012).

La integracion funcional del RE-mitocondria a través de las MAMs permite
regular la homeostasis de Ca®" en la célula y acoplar este proceso con la sintesis
de basal de ATP (Rowland & Voeltz, 2012). En este sentido, en condiciones
basales la participacion activa del RE y la mitocondria mantiene las
concentraciones de Ca** en el citosol (del orden de 100 nM Ca®* libre respecto a
los 100 mM en el espacio extracelular). El Ca®* del citosol se captura al RE por la
accion de la bomba SERCA y se secuestra por moléculas amortiguadoras como la
calsecuestrina (Rowland & Voeltz, 2012). En condiciones de estimulacién, el Ca?*
se libera del RE por el RyR, activado por concentraciones muy bajas de Ca?*
citosolico, o bien mediante los receptores IP3R en respuesta a sefiales de
fostatidilinositol, que se produce cuando las concentraciones de Ca*" son bajas
(Rowland & Voeltz, 2012). El Ca** liberado a través del IP3R fluye a la matriz
mitocondrial a través de la proteina uniportadora de calcio mitocondrial (MCU),
activando las deshidrogenasas mitocondriales que son una pieza clave en la
produccion de ATP.

La dinamica entre RE-mitocondrial se regula en gran parte por la
participacion de las mitofusinas, creando un microdominio que facilita la fusion
mitocondrial (Archer 2013). Se ha demostrado que la interaccion entre el RE y la
mitocondria se regula por la accion de las MFN 1y 2 (Rowland & Voeltz, 2012). De
hecho, las proteinas MFN 1y 2, la PTEN y PML y la ERO1 incrementan la salida
de calcio del RE a la mitocondria, ya sea por fosforilacién o por interaccién con
IP3R (Rowland & Voeltz, 2012). Durante el proceso de fusién las proteinas
involucradas son DRP1, que permite la fision de la membrana mitocondrial externa
y S-OPA1 que permite la fragmentacion de la membrana interna (Wai & Langer,
2016) (Fig 7B). Interesantemente, el decremento de calcio a nivel del RE da lugar
a la activacion del estrés del RE que incluye cambios morfoldgicos y aumento de
las uniones entre RE-mitocondria promoviendo incremento en la actividad
mitocondrial. Defectos en proteinas del microdominio de las MAMs promueven
estrés del RE previo al desarrollo de disfuncion mitocondrial (Kim, Wei, & Sowers,
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2008). De esta manera, es posible que alteraciones en la conformacién de las
MAMs den lugar a alteracion en la homeostasis de calcio o dafio metabdlico
asociado al estrés del RE induciendo disfuncion mitocondrial. En este contexto, la
depleciéon de la MFN2 en ratas y ratones promueve resistencia a insulina y
disfuncion mitocondrial, esto relacionado al incremento de estrés de RE en el
musculo esquelético (Kim et al., 2008; Nie et al., 2014) y en el higado (Sebastian
et al., 2012; Zorzano, Hernandez-Alvarez, Sebastian, & Munoz, 2015). Evidencia
experimental ha apoyado tal propuesta mostrando que pacientes obesos exhiben
decremento en la expresion de la MFN2 (Bach et al., 2003) y pacientes con DMT2,
muestran disfuncién en la fusion mitocondrial, por disminucién de la expresion de
Mfn2 y disminucion del tamafio mitocondrial (Zorzano, Liesa, & Palacin, 2009).
Adicionalmente, empleando modelos animales se demostré que ratones knock-out
especificos para la proteina Opal en las células B del pancreas, exhiben
alteracion en la secrecion de insulina causando hiperglicemia (Zhang et al., 2011).

Por su parte, en modelos de obesidad inducida por dieta alta en grasa en
ratones carentes de la MFN2 en las neuronas POMC anorexigénicas del
hipotalamo, se ha demostrado disminucion de los contactos entre RE-mitocondria
resultando en estrés del RE, resistencia a leptina y gasto energético reducido
(Schneeberger et al., 2013). Contrariamente, la obesidad inducida por dieta alta en
grasa en ratones que carecen de la MFN1 y MFN2 en neuronas AgRP
orexigénicas del hipotalamo, promueve disminucion de los contactos entre RE-
mitocondria, obesidad e incremento de grasa parcial (Dietrich, Liu, & Horvath,
2013). Ademas, se ha demostrado que en ratones obesos existen cambios en la
expresion de Mfn2 en el ARC, esto mediado por el acido palmitico (PAL) que
activa la respuesta de estrés de RE y promueve suceptibilidad a la resistencia a
insulina (Diaz et al., 2015).

Finalmente, se ha reportado que el aumento de los contactos entre RE y
mitocondria coordinados por la MFN2 durante la obesidad, incrementan el flujo de
Ca* del RE a la mitocondria a través de los receptores a IP3R generando
disfuncion mitocondrial, activacion de la via JNK y la resistencia a insulina (Arruda
et al., 2014). Nuestro articulo recientemente aceptado apoya tal evidencia
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demostrando que la lipotoxicidad inducida por la ingesta de dieta cal6rica induce
incremento en los contactos entre RE-mitocondria y flujo de calcio
intramitocondrial (Cardenas-Perez et al., 2018) . De hecho, se ha reportado que la
DMT?2 altera los transientes de Ca?* por medio de alteraciones de la actividad de
la SERCA (Sheikh et al., 2012). Adicionalmente, el calcio ademas se implica en la
sefializacion molecular, ligando la funcién del RE y la mitocondria, asi el Ca?* en la
mitocondria esta involucrado en la produccidén de energia y determina el destino
celular, disparando o previniendo la apoptosis (Contreras, Drago, Zampese, &
Pozzan, 2010). Asi, parece ser que las MAMs coordinan estrechamente el
metabolismo energético a través de sus efectos sobre la homeostasis de calcio, la
activacion del RE y la funcion mitocondrial, procesos moleculares que se
comprometen durante la lipotoxicidad inducida por el incremento de lipidos
durante la obesidad.

43



Fusion Fision
mitocondrial mitocondrial

‘0
Reticulo endoplasmico B DRP1 ER
Ca? Lipidos \‘
_ Sl @367 5D
|}
= g L — — ~
w N% —
=3 =l
Mitocondh g MiD49/51
MFN2, £ 0 T T~ ¢ FIs1
¢ LoPAl L-OPAL | 0wl MEFF :
-© o= .
MEN2 i
MFN2 £
: 88 sopar
g
MFN1 g

Figura 8. Las membranas asociadas a mitocondrias (MAMs) y los procesos de dinamica
mitocondrial: Fusién y fisiéon. A) Las MAMs son un microdominio conformado por diferentes
proteinas que se encargan del la homeostasis de calcio (IP3R), el transporte de lipidos, pleglado
de proteinas (CNX, CyPD), la supervivencia y muerte celular y la morfologia mitocondrial (MFN 1Y
2, DRP 1). Estas proteinas estan ligadas a la morfologia del RE y mitocondria, ademas participan
durante la respuesta de UPR. B) La dinamica de la mitocondria es regulada por la fusion y fision,
en estos procesos se involucran las proteinas L-OPA1, MFN1 y MFN2 para la fusiéon y DRP1, MFF.
La morfologia mitocondrial esta entrelazada con las necesidades metabdlicas de las células.
Modificado de Cardenas-Pérez y Camacho 2016 y Wai y Langer 2016 (Cardenas-Pérez &
Camacho, 2016; Wai & Langer, 2016).

2.5 La programacion materna por ingesta de dietas hipercaléricas y obesidad
fomenta alteraciones metabdlicas y conductuales en la descendencia

Como se expuso inicialmente, entender las causas precisas que han
conducido al incremento explosivo de obesidad-sobrepeso en nuestra sociedad y
el desarrollo de desdrdenes metabdlicos y de caracter en la descendencia son
diversas y entender la relacion causa-efecto puede ser complejo. Se ha propuesto
que una de las causas de dichas alteraciones puede tener sus origenes durante el
desarrollo embrionario, modulando, entre otras rutas, la funcion-estructura del
sistema nervioso. En este sentido, estimulos del medio ambiente durante la
periconcepcion, la gestacion y la lactancia modulan el desarrollo de los individuos,
conduciendo a la predisposicién a enfermedades durante etapas posteriores de la
vida (Barker, 1990).

En el 2007, Nathanielsz y cols propusieron los diez principios de la
programacion durante el desarrollo en modelos animales, donde se destaca que
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existen periodos criticos de vulnerabilidad embrionaria a condiciones suboptimas y
sus consecuencias tienen efectos que alteran respuestas en etapas posteriores de
la vida (Nathanielsz, Poston, & Taylor, 2007) (Tabla 1). Asi, con el desarrollo de
estas investigaciones ha quedado claro que hay una relacién del ambiente, la
nutricion y la susceptibilidad a patologias en la descendencia.

1. Durante el desarrollo, hay periodos criticos de vulnerabilidad a las condiciones subdptimas.
Estos ocurren en diferentes tiempos para los diferentes tejidos. Las células que se dividen
rapido tienen mayor riesgo. Los factores que incrementan el riesgo son:

Demasiado de un quimico normal como una hormona, nutriente critico o vitamina.

Deficiencia de un quimico normal como una hormona, nutriente critico o vitamina.

Quimicos anormales como el alcohol y la nicotina.

Fuerzas fisicas anormales, como la presién alta.

2. La programacion tiene efectos permanentes que alteran las respuestas en la vida posterior y
pueden modificar la susceptibilidad a la enfermedad.

3. El desarrollo fetal es actividad-dependiente de la fisica fetal. El desarrollo normal es
dependiente de una actividad normal continua. Cada fase del desarrollo necesita de ciertas
condiciones para el subsecuente desarrollo.

4. La programacion puede involucrar cambios estructurales en 6rganos importantes.

El nimero absoluto de células en un érgano puede incrementar o disminuir.

Las proporciones relativas y la distribucion de diferentes células puede estar desbalanceada.

El flujo normal de sangre al 6rgano puede estar comprometido.

Muchos o pocos receptores a hormonas pueden ocasionar un reajuste en la retroalimentacion y
otros mecanismos de control.

5. La placenta juega un papel importante en algunas formas de programacion

6. La compensacion tiene un precio. En un ambiente no favorable, el feto intenta compensar
deficiencias. Seguido de esta compensacion, el peso al nacer puede ser normal o ligeramente
menor. Sin embargo, esta compensacion tiene un precio.

7. Los intentos para revertir las consecuencias después del nacimiento pueden tener efectos
indeseables. Cuando las condiciones posnatales son distintas a las que se preparo el feto, pueden
surgir problemas.

8. Los mecanismos celulares del feto muchas veces difieren de los procesos del adulto. Los fetos
reaccionan diferente a condiciones subdptimas que los recién nacidos o los adultos.

9. Los efectos de la programacion pueden pasar a través de las generaciones por mecanismos
epigenéticos.

10. La programacién muchas veces tiene efectos diferentes en machos y hembras.

Tabla 1. Los diez principios de la programacion propuestos por Nathanielsz y
colaboradores. En estos se especifica como puede producirse la programacion durante el
desarrollo, qué efectos tiene en el feto y su vida posterior. Se puede observar que existen tiempos
de vulnerabilidad a las condiciones subdptimas, causando una programacion durante el desarrollo

en la descendencia. Hay que tener en cuenta que estos efectos pueden pasar a través de varias
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generaciones y que pueden tener efectos distintos en los machos y las hembras. Modificado de
Nathanielsz et al., 2007 (Nathanielsz et al., 2007).

La programacion durante el desarrollo en madres obesas empleando
modelos murinos promueve un ambiente lipotdxico, que se asocia con danos en el
contenido de ADNmt, alteraciones en la barrera hematoencefalica y disminucion
del tamano de la descendencia (McPherson et al., 2015). Ademas, la obesidad
materna causada por la exposicion de dietas altas en grasa altera la
hemodinamica de utero y placenta incrementando el riesgo de muerte al nacer
(Frias et al., 2011). En la descendencia se ha reportado que la dieta materna
promueve alteraciones de la homeostasis de tejidos metabdlicamente importantes
que podrian incrementar el riesgo a resistencia a insulina y DMT2 (Reginato et al.,
2016). Ademas, se ha demostrado en modelos animales que cambios importantes
en la dieta materna que incluye la exposicion a dieta alta en grasa (HFD), cafeteria
(CAF, mezcla azucar-grasa) o alta en azucar (HSD) durante los periodos
suceptibles a programacién durante el desarrollo, provocan fallo metabdlico,
desencadenando resistencia a insulina y DMT2 (Zambrano et al., 2016),
enfermedades cardiovasculares e hipertensién, higado graso no alcohdlico y
esteatohepatitis (Wankhade et al., 2016).

2.6 La programacion materna por ingesta de dietas hipercaléricas promueve
estrés del RE y disfuncién mitocondrial

La obesidad materna causada por la ingesta de dieta hipercalérica
incrementa los marcadores de estrés del RE como HSPAS, p-PERK y p-IRE en el
tejido adiposo e higado de la descendencia (Z. Wu et al., 2014). Ademas,
empleando un modelo murino se identificé que la obesidad materna induce estrés
de RE incrementando los marcadores p-PERK, p-elF2a, XBP1S, HSPA5 y HSP90
en el hipotdlamo (Melo et al., 2014), que puede asociarse con disfuncion
mitocondrial, como se ha reportado (Nguyen, Saad, Tan, Pollock, & Chen, 2017).
Ademas, la obesidad materna causada por dieta de CAF puede provocar
resistencia a la insulina en la descendencia, y desencadenar disfuncion y

alteraciones en la dinamica mitocondrial mediada por los marcadores de fusion

46



MFN1y 2 y OPA y fision DRP1 en el musculo esquelético (Saben et al., 2016). De
interés, estos cambios se preservan hasta por tres generaciones, a través de
transmision por linea germinal (Saben et al., 2016). En el contexto del SNC es
importante destacar que la expresion de Drp1 y mitofusinas son de importancia
para la regulacion del metabolismo de la glucosa (Santoro et al., 2017), ademas
que la obesidad promueve un decremento de MFN2 en el hipotalamo (Diaz et al.,
2015) y que la deplecion de MFN2 en el hipotalamo causa obesidad, estrés de RE
y resistencia a leptina (Schneeberger et al., 2013), puede contemplarse que la
lipotoxicidad puede modular la dinamica mitocondrial. En este contexto, se ha
propuesto que el control farmacologico del estrés del RE empleando el 4-fenil-
butirato, una chaperona quimica capaz de disminuir la respuesta de estrés de RE,
disminuye los marcadores de disfuncion mitocondrial en el hipotalamo (Nguyen et
al., 2017). Lo anterior sugiere que la homeostasis metabolica durante la
programacion materna involucra la respuesta del RE a la sobrecarga de nutrientes
en el hipotalamo. Sin embargo, es necesario identificar candidatos moleculares
ligados a la disfuncion de RE-mitocondria y los efectos causados en el
metabolismo por la programacién materna nutricional en las diferentes etapas de

la vida.

3. Justificaciéon

El incremento de obesidad en nuestra poblacion favorece el riesgo de
desarrollar alteraciones metabdlicas relacionadas con la DMT2. En los ultimos
afnos, el aumento en el consumo de alimentos con alto valor calérico representa
una de las causas principales en el desarrollo de ganancia energética positiva e
incremento de obesidad tanto en adultos como en nifios. Sin embargo, a la fecha
no esta del todo claro si esta exposicion a las dietas hipercaldricas puede influir en
el metabolismo de las siguientes generaciones.

Se ha propuesto que la obesidad materna o bien la ingesta descontrolada
de alimento durante el embarazo, predispone a la descendencia a un mayor riesgo
de desarrollar alteraciones metabdlicas, un proceso conocido como programacion

metabdlica. Durante la programacion metabodlica se activa un proceso llamado
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lipotoxicidad asociada al incremento y acumulacion de acidos grasos saturados y
ceramidas, en 6érganos blancos que incluyen el SNC. Se sabe que en drganos
periféricos tales como, el higado, pancreas, musculo esquelético y liso, tejido
adiposo, la lipotoxicidad induce la activacion de estrés de RE, alteraciones en la
dinamica y disfuncion mitocondrial que correlacionan con alteraciones
metabadlicas.

Se desconoce a detalle la contribucion del efecto lipotoxico a nivel del SNC
en la regulacién de estas vias de dafio y su asociacion con las alteraciones
metabdlicas. Mas aun, se ignora también si la programacion metabdlica de las
madres por dietas hipercaldricas selectivas es capaz de promover dafo lipotoxico
en el SNC que correlacione con cambios en el perfil lipiddmico en plasma capaz
de promover alteraciones metabdlicas en la descendencia vinculadas a defectos
en la comunicacion RE-mitocondria y a la dinamica y disfunciéon mitocondrial.

De esta manera, en esta tesis se aporta evidencia del efecto de la
programacion fetal por la ingesta materna de dietas hipercaldricas selectivas en el
desarrollo. Cambios selectivos en el perfil lipidomico, dafio lipotoxico en el SNC y
su vinculo con alteraciones en la dinamica mitocondrial en la descendencia

asociados al dafno metabdlico.

4. Preguntas experimentales
A partir de todo lo anterior surgieron las siguientes preguntas: ;lLas dietas
hipercaloricas durante el periodo perinatal pueden afectar las interacciones entre
el RE-mitocondria, alterando la dinamica mitocondrial de fusion-fision en el
hipotalamo de la descendencia debido a la lipotoxicidad? ¢Las alteraciones se
pueden exacerbar con el mantenimiento de la dieta en la descendencia después

de la lactancia?

5. Hipétesis
La programacion metabdlica inducida por la ingesta de dietas hipercaldricas en
ratas Wistar madres durante el periédo perinatal, promueve alteraciones de la

funcion, interaccion, estructura y dinamica del RE-mitocondria en el sistema
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nervioso de la descendencia, promoviendo complicaciones metabdlicas asociadas
a obesidad-DMT2.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la programacion fetal por exposicion a las dietas alta en grasa
(HFD), alta en grasa-azucar (CAF) o alta en azucar (HSD) durante la gestacion,
lactancia de ratas y después del destete, sobre la funcion, interaccion, estructura y
dinamica del RE-mitocondria en el hipotalamo de la descendencia y su relacion
con el desarrollo de obesidad-DMT2.

6.2 Objetivos especificos

1. Analizar el efecto en la descendencia masculina de las dietas HFD, CAF o HSD
de las madres sobre el desarrollo de obesidad y diabetes.

2. Determinar por medio de lipidémica, el perfil de lipidos de la descendencia
masculina de las madres sometidas a las dietas HFD, CAF y HSD.

3. Cuantificar la expresion de marcadores de estrés del RE y funcion mitocondrial
en el hipotalamo, de la descendencia masculina de las madres sometidas a las
dietas HFD, CAF y HSD.

4. ldentificar alteraciones en la estructura e interaccion entre el RE y la
mitocondrial en el hipotalamo de la descendencia masculina de las madres
sometidas a las dietas HFD, CAF y HSD.

7. Material y métodos

7.1 Anticuerpos

‘ Anticuerpo Numero de catalogo
Anticuerpo DRP 1 Rabbit Cat. 8570, Cell Signaling
Anticuerpo MFN2 Cat. ab56889 Abcam
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Anticuerpo B-actina Cat. 8457, Cell Signaling
Anticuerpo Anti-Rabbit IgG, HRP- Cat. 7074, Cell Signaling
linked
Anticuerpo Anti-Mouse IgG, HRP- Cat. 7076S, Cell Signaling
linked

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para la expresion de proteinas de fusiéon y fisién

mitocondrial. Estos fueron diluidos en buffer TBS + Tween 20 al 0.1% con albumina de suero

bovino (BSA, Cat. Sc2323, Santa Cruz Biotecnology, Inc) al 1% si era un anticuerpo primario o al

5% si era secundario.

7.2 Reactivos

Reactivo Numero de catalogo
Tetrametilrodamina (TMRM) Molecular Probes Cat. T668
ER-Tracker Green Molecular ProbesCat. E34251
Rhod-2 AM Molecular Probes Cat. R1245
Pluronic F-127 Sigma-Aldrich P2443
TRIzol Thermo Fisher Scientific 15596026

Tabla 3. Reactivos utilizados durante los experimentos. La TMRM, el ER-Tracker Green, Rhod-
2 AM y el Pluronic F-127 fueron utilizados durante los experimentos de funcién mitocondrial y de

RE con estimulacion de acido palmitico. El TRIzol fue utilizado durante la extraccion del ARNm.

7.3 Linea celular

Linea celular

mHypoA-CLU 192 de hipotalamo

Tabla 4. Linea de hipotdlamo de ratén utilizada durante los experimentos de funcién

mitocondrial y de RE con estimulacién de acido palmitico.

7.4 Dietas

Contenido caldrico

Densidad calérica de 3.35 Kcal/g
dividida en 11% lipidos, 18% proteinas

Control
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y 71% carbohidratos

Alta en grasa (HFD) Densidad caldrica de 4.9 Kcall/g,
dividida en 45% lipidos, 20% proteinas
y 35% carbohidratos

Cafeteria (CAF) Densidad calérica de 3.72 Kcal/g
dividida en 49% de lipidos, 12% de
proteinas y 39% de carbohidratos

Alta en azucar (HSD) Densidad caldrica total de 3.39 Kcal/g
dividida en 18.5% lipidos, 12.5%
proteinas y 69% carbohidratos.

Tabla 5. Las dietas utilizadas durante la programacién nutricional materna y también
consumidas por la descendencia masculina. Cada una contiene una densidad caldrica y

porcentaje de lipidos, proteinas y carbohidratos diferente.

7.5 Animales y manejo

Se emplearon ratas hembras virgenes de la cepa Wistar de 8 a 10 semanas
de edad con un peso de 200-250 gramos y machos virgenes de 10 a 12 semanas
de 300-350 gramos (Fig. 9). Los animales fueron manipulados de acuerdo a la
guia del NIH para el cuidado y uso de animales de laboratorio y la NOM-062-Z00-
1999. El protocolo fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina,
UANL, con el numero de registro BIO002. Las ratas fueron colocadas en cajas de
plexiglas individuales a temperatura de 20-23°C, ciclos de luz/oscuridad de 12
horas y comida y agua ad libitum.
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Hembras Wistar Descendencia qPCR

Sacrificio
200 -250 g masculina 60 dias Western Blot
§ N 8 -10 sem > 3 sem Funcién
— Diseccion . .
I I I I N I I | Hipotalamo / M;t‘(;cr?;c;;iaal y
3sem 6sem 9 sem 7 sem 8 sem +
Cruza Nacimiento Destete GTT ITT
Suero
Control Control \ ELISA Leptina
Insulina +
HFD Control o HFD Lipidomica
CAF Control o CAF
HSD Control o HSD

Figura 9. Estrategia experimental del modelo de programacién materna. Modelo de
metabolismo utilizando a la descendencia de machos. Hembras virgenes de 8 a 10 semanas
fueron alimentadas con las dieta control o con dietas hipercaléricas durante 9 semanas divididas
en 3 semanas antes de la gestacion, 3 semanas de gestacién y 3 de lactancia. Después del
destete a los machos se les alimenté con dieta control o dietas hipercaldricas. Durante esta etapa
se evaluaron parametros metabdlicos, ademas de disectarse el hipotalamo y cuantificarse

marcadores mitocondriales a nivel de ARNm, proteina y de morfologia.

7.6 Modelo Animal de programacién materna mediante las dietas HFD, CAF Y
HSD

Todos los animales fueron acondicionados al laboratorio siete dias previos
al inicio de los experimentos. Las hembras se agruparon en cuatro grupos
aleatorios de dieta: Grupo control, grupo HFD, grupo CAF y grupo HSD. En estos
grupos se alimentaron por nueve semanas, divididas en: tres semanas antes de la
cruza, tres semanas de gestacion y tres semanas de lactancia. Se registro el peso
de las hembras una vez por semana hasta el nacimiento de las crias. A la tercera
semana de dieta, las hembras se cruzaron con machos alimentados con dieta
control de 13 a 15 semanas de edad y peso aproximado de 300 - 350 g. La copula
se registro identificando el tapon vaginal 24 h posterior a la monta.

Inmediatamente después del nacimiento, se registro el peso de la camada
completa. En la mayoria de los experimentos, registramos camadas de 15 crias. A
los 21 dias de edad se realizé el destete, se descartdé a las hembras y se
agruparon los machos en 7 nuevos grupos en donde se les alimentd con dieta

control o se les mantuvo la misma dieta que consumié su madre hasta alcanzar
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los 60 dias de edad. Con ello, se obtuvieron un total de 7 grupos experimentales:
Control, HFD-C, CAF-C, HSD-C y HFD-HFD, CAF-CAF y HSD-HSD. A todos los
machos se les cuantificé el consumo de alimento y el peso semanal durante la
edad de 21 a 49 dias (Fig. 9).

7.7 Pruebas de tolerancia a la glucosa y a la insulina (GTT e ITT)

Al alcanzar los 49 dias de edad, cada uno de los animales se sometio a
las pruebas de GTT e ITT al dia 50 y 57 de edad, respectivamente. Las crias
macho se dejaron en ayunas durante 8 a 12 horas y se cuantificé (empleando un
glucometro, Accu-Check, Cat. 05987270, Roche) la glucosa basal (0 min) a partir
de una gota de sangre de la vena caudal. Posteriormente, se les inyectd via
intraperitoneal 40% de glucosa/kg peso o 1U de insulina/100g de peso del animal.
Los niveles de glucosa fueron cuantificados a los 15 min, 30 min, 45 min, 60 min,
90 min y 120 min posteriores a la administracion (Prieur et al., 2011). La glucosa
en sangre fue calculada con "MediSense optium” para registrar el resultado en
mg/dL.

7.8 Diseccion y homogenizado del tejido cerebral y recolecciéon de suero

Los machos se sacrificaron por decapitacion al dia 60 de edad. Se
colectaron muestras de sangre en tubos amarillos de 500 microlitros (Beckton
Dickinson) y se aislo la fraccion del suero por centrifugacién a 5000 rpm x 10 min a
4°C. Esta fraccion fue congelada y almacenada a -80°C hasta su posterior uso.
Por su parte, los hipotalamos fueron disectados y divididos en dos hemisferios, el
izquierdo para el analisis de ARNm y expresion de genes y el derecho para la
expresion de proteinas. Ademas, se recolecté y se peso el higado y el tejido
adiposo blanco retroperitoneal, antes de su almacenamiento a -80°C.

7.9 Determinacion en suero de las concentraciones de insulina y leptina

La insulina y leptina en suero fue determinada por medio de pruebas de
ELISA a través de los kits de Millipore (Millipore, Cat. EZRMI-13K insulina y Cat.
EZML-82K leptina) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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7.10 Determinaciéon del perfil lipidomico en suero por medio de
Cromatografia en fase Liquida-Espectrometria de masas

Los extractos se inyectaron en un sistema HPLC que contiene una columna
de gel de silica de fase reversa previamente condicionada con 3 ml de MeOH + 3
ml de CHCI;. Una vez que ingreso la muestra en la fase solida, las columnas se
lavaron con 3 ml de CHCIs y los esfingolipidos y fosfolipidos se recuperaron de la
columna en tubos de vidrio empleando 3 ml de MeOH. Las muestras se secaron
empleando una corriente de N2 a 40°C.

La identificacidon de las especies de lipidos provenientes de las muestras de
suero se realiz6 empleando un espectrdmetro de masas modelo “PE Sciex API
3000 triple quadrupole” acoplado a electrospray (200°C) para inducir la ionizacion
de los lipidos y el sofware “Analyst 1.1 data system” para su analisis. El principio
tecnoldgico de este sistema se basa en que la estructura molecular de los lipidos
se ioniza induciendo la carga de las moléculas y con ello el espectrometro puede
distinguir e identificar a las especies por masa y carga (m/z).

Para la identificacion de esfingolipidos, las muestras secadas se
resuspendieron en 100 yl de MeOH y se colocaron por duplicado en micropozos.
Se inyectaron 10 yl de muestra en el espectrometro de masas conteniendo MeOH
como la fase principal a flujo de 80 pl/min. Se us6é N2 como fuente de colisidén a
una presiéon de 2 x 10-5 Torr.

La cuantificacion de lipidos se llevo a cabo empleando el método reportado
por Hein et al. 2008 (Hein, Duplock, Hopwood, & Fuller, 2008) y el método de
Smyth et al. 2008 (Smyth et al., 2008). Las concentraciones de cada especie de
lipido se calcularon con base en la altura del pico de cada estandar en donde la
trinexosilceramida (THC) y las especies de esfingomielina se compararon con
DHC 16:0(d3) y PC 14:0/14:0, respectivamente.

7.11 Aislamiento de ARN y RT-PCR

La extraccion de ARN de las muestras de hipotalamo se realizd siguiendo un
protocolo descrito anteriormente (Camacho et al., 2012). La RT-PCR fue realizada
empleando el kit de High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
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biosystems, Cat. 4368814) y usando Random primers como iniciadores. Se
emplearon 2000 ng de la muestra de ARN en un total de 20 pL de reaccidn.

7.12 PCR cuantitativa (QPCR)

Se realiz6 la gqPCR usando 10 ng de cDNA, el master mix de Light Cycler SBYR
green 480 (Roche, Cat. 04707516001) utilizando un volumen total de reaccion de
10 pL y los siguientes primers: Mfn2 Forward (5°- CCATGTGTCGCTTATCCTTCT-
3’), Reverse (5-TGACTCCAGCCATGTCCAT-3’); Itpr Forward (5-
CACCTATGACCACACTGTCTC-3'), Reverse (5-AAGAACFCCATGAGAGTGAC-
3’); Hspa5 Forward (5-CCAGTCAGATCAAATGTACCCA-3’), Reverse
(5’ATCAGCCCACCGTAACAATC- 3"); Tfam Forward (5-
GTACACCTTCCACTCAGCTTT-3') Reverse (5’ AGCTAAACACCCAGATGCAA-3);
Drp1 Forward (5-AACCCTTCCCATCAATACATCC-3) Reverse (5-
TCCAGAGAGGTAGATCCAGATG-3’); Opa1 Forward (5-
TGTTCCTGAGTTCATGGTCTG-3’) Reverse (5-CTGAGCCAGGTTACTCCAAAG-
3’) (Integrated DNA Techologies). Se utilizé el gen normalizador GADPH Forward
(5-GTAACCAGGCGTCCGATAC-3’) Reverse (5’- TCTCTGCTCCTCCCTGTTC-3’)
(Integrated DNA Technologies).

7.13 Analisis de proteinas por medio de Western Blot

Los hipotalamos del hemisferio derecho previamente congelados se
homogenizaron en 500uL de buffer de lisis. Posteriormente, se emple6 el método
de Bradford para cuantificar los niveles de proteina por yL. Se corrieron geles de
SDS-PAGE cargando 35ug de proteina por carril. Las muestras se mezclaron con
Laemmli buffer y se calentaron a 95°C por 5 min y se corrieron en amortiguador de
glicina a voltaje de 110 mV. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas

electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa.
Las membranas se bloquearon durante 2 horas a temperatura ambiente en

amortiguador TBS-T (10mM Tris, 0.9% NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5) que
contenia 5% de BSA. Las membranas se incubaron toda la noche con anticuerpos
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primarios a 4°C: anti-MFN2 (1:1000), anti-DRP1 (1:2000), B-actina (1:3000) y
posteriormente, se incubaron con anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano
como anticuerpo secundario (1:3000). Las proteinas fueron detectadas por el
equipo Chemidoc XRS de BioRad. Las imagenes fueron cuantificadas por
densitometria con el software Imaged 1.50i (Wayne, Rasband, National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA).

7.14 Microscopia de transmisién electrénica

Las muestras de hipocampo del grupo de CAF-CAF (n =4) y Control (n =4)
se fijaron en 2.5% de glutaraldehido en 0.1M de cacodilato de sodio (pH 7.4) por 2
horas a temperatura ambiente, después se post-fijo con 1% OsO4 en 0.1M de
cacodilato de sodio y contratefiido en 1% de nitrato uranil. Las muestras de tejido
fuero deshidratadas con un gradiente de acetona seriado y se embebieron en
resina Epon 812 para seccionarlas. Las imagenes ultraestructurales de las
secciones delgadas fueron observadas bajo un microscopio de transmision

electronica Carl-Zeiss EM 109.

7.16 Analisis de la masa mitocondrial, potencial de membrana (AWYm) y
actividad del RE empleando un sistema in vitro

Para determinar la dinamica del RE-mitocondrial, se empled un sistema in
vitro. Se cultivaron las células de la linea mHypoA-CLU 192 en cubreobjetos de 22
mm en medio de cultivo DMEM 1X con 10% de suero fetal bovino (SFB) 25mM de
glucosa y 1% de penicilina/estreptomicina y mantenidas a 37°C con 5% de CO2
por 24 horas. Las células fueron pre-tratadas con PAL 50 uM a diferentes tiempos
que consistieron de 1h, 3h, 6hy 12 h.
Posteriormente, las células se cargaron por 30 min a temperatura ambiente con el
medio de registro (MR) que contenia los fluoréforos TMRM para el potencial de
membrana (AWm) y ER-Tracker a 25nM y 1 yM. Después de 30 minutos, las
células fueron lavadas con solucion salina que contenia 25 nM de TMRM. Las
imagenes fueron obtenidas usando el microscopio confocal Zeiss Axiovert 100M
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con lentes de inmersién de aceite Plan-Neofluar x63/1.25 y equipado con un laser
helio-nedn a temperatura ambiente. Cabe destacar que la onda de excitacion para
que TMRM genere fluorescencia mediante el laser es de 543 nm y para ER-
Tracker Green es de 488 nm.

Para el plano de z-stack, los dos canales de ER-Tracker Green y TMRM
fueron separados, seguido de la sustraccion de la fluorescencia de fondo, para
tener dos imagenes binarias separadas. La proporcion de citoplasma (marcada
con ER-Tracker Green) ocupada por la red mitocondrial (marcada con TMRM) fue
calculada del area de las dos imagenes, calculando la fraccion del volumen
mitocondrial que ocupaba del citosol. Las imagenes fueron analizadas usando el
software Imaged .50i (Wayne, Rasband, National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA).

7.17 Concentracién de Ca** mitocondrial

Para determinar los cambios en la concentracion de calcio en la
mitocondria, las células se cultivaron en cubreobjetos de 22 mm y pre-tratadas con
PAL por 3 horas y se cargaron por 30 min a temperatura ambiente con MR que
contenia 20 yM de Rhod-2 AM y 0.02% Pluronic F-127. La intensidad de
fluorescencia fue registrada cada 15 s. Las imagenes fueron obtenidas usando el
microscopio confocal Zeiss Axiovert 100M con lentes de inmersion de aceite Plan-
Neofluar x63/1.25 y equipado con un laser helio-nedn a temperatura ambiente. Las
imagenes marcadas con fluorescencia con Rhod-2 AM fueron colectadas usando
la onda de excitacion de 514 nm. La fluorescencia de Rhod-2 AM fue normalizada
y graficada usando el software ImagedJ 50i (Wayne, Rasband, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA).

7.18 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el software GraphPad Prism 7
(Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA). Inicialmente, se realizaron pruebas de
normalidad a los datos mediante la prueba de normalidad de Shapiro Wilk. Los

datos fueron expresados en media + SD. Los datos presentados fueron analizados
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usando analisis de varianza de dos vias (ANOVA de dos vias), analisis de
varianza (ANOVA) o la prueba t student. Se realiz6 la prueba post-hoc de
comparaciones multiples de Dunnett. Los datos fueron considerados significativos
con una *p < 0.05, **p< 0.01, *** p < 0.001, ****p <0.0001.

8. Resultados

8.1.1 La dieta de CAF altera el peso de las madres durante la gestaciéon

Después de separar a las hembras en 4 grupos de dietas, Control, HFD, CAF y
HSD, se determind el peso semanal de las hembras durante 7 semanas que
incluian las semanas antes, durante la cruza y la gestacion. Se encontré que
comparado con las dietas HFD y HSD, la exposicidn a dieta de CAF durante la

gestacion disminuyo su peso significativamente (Fig. 10).

Peso Madres
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B CAF
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il T 1
Pre-gestacion Cruza Gestacion
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Figura 10. Peso de las hembras desde la etapa de pre-gestacion hasta dias antes del
nacimiento de las crias. Como se puede observar el grupo de CAF disminuyé su peso
significativamente a partir de la semana 5 empezado el experimento, justo la primera semana de
gestacion. En las barras se observan los promedios + SD. Se realiz6 una prueba de ANOVA de
una via mas una prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).
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8.1.2 Las dietas CAF y HSD alteran el peso promedio de la descendencia al
nacer.

En esta etapa se cuantificé el peso de las crias al momento del nacimiento.
Se identificé que la exposicion a dieta de HSD incrementa, mientras que la dieta
HFD disminuye el peso de las crias al nacer (Fig. 11).

Peso de las crias al nacer

© L & B

&

Dieta materna

&

Figura 11. Peso de las crias al momento del nacimiento. Se pesé a cada cria recién nacida y se
encontré que la dieta de CAF promueve un peso menor al nacer y la dieta HSD un peso mayor al
nacer cuando se comparo estos grupos con el control. En las barras se observan los promedios +
SD. Se realiz6 una prueba de ANOVA de una via mas una prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001).

8.1.3 La programacion materna con dietas HFD y CAF y el consumo de dieta
de CAF después del destete alteran el peso corporal

Posterior al destete de la descendencia masculina, se les alimento con dieta
control o con la dieta hipercalérica que habia consumido su madre y se registro su
peso de la tercera a la séptima semana de vida. Los resultados indican que durante
la semana 4 y 5 de edad después del destete, los descendientes de las madres
alimentadas con CAF y después alimentados con dieta control (CAF-C) presentan
un menor peso comparados con el control (Fig. 12A). Por otro lado, el grupo de los
descendientes de las madres alimentadas con HFD y su posterior exposicién a
dieta control después del destete (HFD-C), aumentaron significativamente su peso
durante la semana 6 y 7 de edad (Fig. 12A).

Por su parte, la exposicion a dietas hipercaldéricas después del destete
presentes en los grupos CAF-CAF, HSD-HSD y HFD-HFD muestran que los
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descendientes exhiben un menor peso entre la semana 4 - 6 en comparacion al
control, y que inclusive estas alteraciones pueden aun mantenerse hasta la semana
7 para el grupo CAF-CAF (Fig. 12B).

Programacion materna Programaciéon materna mas dieta
de la descendencia

300+

B Control
B HFD-C
B CAF-C
B HsD-C

Semana Semana

Figura 12. Efecto de la programaciéon materna en el peso de la descendencia masculina
después del destete al dia 21 de edad hasta la séptima semana de vida. A) Peso después de la
programaciéon materna. Se puede observar que la programacion materna propicia un decremento en
el peso del grupo CAF-C durante la cuarta y quinta semana de vida y en el grupo HFD-C causa un
aumento del peso entre la sexta y séptima semana. B) Peso después de la programaciéon materna
mas dieta después de la dieta de la descendencia después del destete. Ademas, si las crias
después de la programacion son alimentadas con la misma dieta de su madre, también hay
alteracion del peso, disminuyendo para los grupos CAF-CAF, HFD-HFD y HSD-HSD entre la cuarta
a la séptima semana, la quinta y sexta semana y la quinta semana respectivamente. En las barras
se observan los promedios + SD. Se realizé una prueba de ANOVA de una via mas una prueba post
hoc de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

8.1.4 La exposicién a dieta HFD durante la programaciéon materna y posterior
al destete disminuye el consumo de alimento y la eficiencia alimentaria

Se cuantificod la cantidad de alimento y numero de calorias consumidas en
los grupos experimentales durante 27 dias (incluidos dia 22 - 49 de edad). Los
resultados indican que no existen diferencias para los grupos de programacion
que recibieron la dieta control después del destete (Fig. 13 A, B, C, D). Sin
embargo, para los sujetos que recibieron nuevamente la dieta de HFD (grupo
HFD-HFD), muestran un menor consumo lo que significé una menor cantidad de
calorias (Fig. 13 B,D). Ademas, la ingesta de dieta HFD disminuye la eficiencia de
alimento (Fig. 13F).
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Figura 13. Efecto de la programacion materna en el consumo de alimento, calorias y
eficiencia de alimento de los grupos de programaciéon materna y de dietas después del
destete. A, C, E) Consumo de alimento, calorias y eficiencia de alimento después de la
programaciéon materna B, D, F) Consumo de alimento, calorias y eficiencia de alimento después
programaciéon materna mas la dieta de la descendencia después del destete. Se observa que el
grupo HFD-HFD consumié menos alimento y calorias significativamente, ademas tuvo una
eficiencia de alimentos menor. Se muestran los promedios + SD. Se realizé una prueba de ANOVA
de una via mas una prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).
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8.1.5 La exposicion a las dietas CAF y HFD durante el embarazo y lactancia
altera la sensibilidad a la glucosa e insulina

En los siguientes experimentos analizamos el efecto de las dietas
hipercalodricas sobre la sensibilidad a la glucosa e insulina. La descendencia
masculina fue analizada entre los dias 50 -57 mediante las pruebas de GTT e ITT
respectivamente. Se encontr6 que no hubo diferencias significativas en la
concentracion de glucosa basal en ninguno de los grupos durante la prueba de
GTT (Fig. 14 Ay D). Ademas, los resultados muestran que no existen cambios en
la sensibilidad a la glucosa después de la programacion materna en los grupos
HFD-C y HSD-C. Interesantemente, el grupo CAF-C mostré6 decremento de la
sensibilidad a la glucosa en la curva de tolerancia (Fig. 14 B y C). Por su parte, la
exposicion a dieta caldrica después del destete de la descendencia tampoco
induce alteraciones en la glucosa basal antes de la prueba de GTT ni diferencias
significativas en el area bajo la curva (Fig. 14 D, Ey F).
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Figura 14. Efecto de la programacion materna en la homeostasis de glucosa de la
descendencia masculina. A, D,G y J) Concentracion de glucosa basal antes de las pruebas de
GTT e ITT. B, E, H y K) La concentracion de glucosa fue medida a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min.
C y F) Area bajo la curva para todos los grupos durante la prueba de GTT. I y L) Area bajo la curva
para todos los grupos durante la prueba de ITT. Se muestran los promedios + SD. Se realizaron
pruebas de ANOVA de una via o de dos vias de medidas repetidas segtn el caso, ademas de una
prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

Al evaluar la sensibilidad a la insulina se evidenci6 que el grupo de
programacion materna HFD-C mostré incremento de la glucosa basal comparado
con el grupo control (Fig. 14 G, H e I). No se encontraron diferencias significativas
en los niveles de glucosa basal y en el area bajo la curva de ITT en los grupos

expuestos a dieta caldrica después del destete.

8.1.6 La exposicion a dieta HFD y CAF durante la programaciéon materna y
posterior al destete aumenta las concentraciones de insulina y leptina en la
descendencia

Se cuantificaron los niveles de insulina y leptina en suero asociados con la
exposicion de dietas hipercaldricas durante la programacion materna y después
del destete. Se encontré que la programacion por HFD, CAF y HSD incrementa la
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concentracion de insulina y leptina en el suero (Tabla 6). Ademas, en los grupos
que consumieron las dietas HFD y CAF después del destete incrementaron su
concentracion de insulina y leptina con respecto al control (Tabla 6).
. nsyipa___________ |

Experimento Grupo Concentracion ng/pL DEM Valor de P
Programacion materna Control 0.078 0.003 N/A
HFD-C 0.163 0.055 0.0009***
CAF-C 1.234 0.497 0.6189
HSD-C 0.074 0.014 0.9617
Programacion materna+ Control 0.078 0.003 N/A
HFD-HFD 0.248 0.081 0.0001****
dieta descendencia CAF-CAF 0.264 0.054 0.0001****
HSD-HSD 0.089 0.007 0.951

Experimento Grupo Concentracion ng/pL DEM Valor de P
Programacioén materna Control 0.067 0.019 N/A
HFD-C 0.063 0.009 0.7709
CAF-C 17.026 3.983 0.0001****
HSD-C 0.053 0.003 0.0355*
Programacién materna + Control 0.067 0.019 N/A
HFD-HFD 0.104 0.019 0.0007***
dieta descendencia CAF-CAF 0.098 0.020 0.0002***
HSD-HSD 0.059 0.005 0.5173

Tabla 6. Concentraciones de insulina y leptina de la descendencia masculina. Se determiné
las concentraciones de insulina y leptina a partir de muestras de suero tomadas durante el
sacrificio el dia 60 de edad y determinadas a través de pruebas de ELISA. Se muestran los
promedios + SD. Se realizé una prueba de ANOVA de una via mas una prueba post hoc de
Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

8.1.7 La exposicion a dietas hipercaléricas durante la programacion materna
y posterior al destete alteran el peso del higado y tejido adiposo en la
descendencia

Después del sacrificio al dia 60, se cuantifico el peso del higado y el tejido
adiposo retroperitoneal de los modelos animales. Se encontré que la exposicion
de dietas hipercaléricas durante la programacion materna por HFD, CAF o HSD
no afectd el peso del higado de la descendencia (Fig. 15 A), sin embargo, si la
exposicion HFD y CAF se continua aun después del destete se promueve
decremento significativo en el peso del higado (Fig. 15 B). Ademas, se observé un
que el incremento en el peso del tejido adiposo asociado a la programacion

materna por HFD (Fig. 15 C). Por ultimo, la exposicion a dietas hipercaloricas
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después de la programacion caus6 un aumento en el tejido adiposo de los grupos
HFD-HFD, CAF-CAF y HSD-HSD en comparacion al grupo control (Fig. 15 D).

Programacion materna peso higado = Programaciéon materna mas dieta de la cria
peso higado

15+ 15+

Peso(g)

Programaciéon materna Programacion materna mas dieta de la cria

peso tejido adiposo peso tejido adiposo
5 101

84

64

Peso (g)

44

24

0+

¢ © o & &«

Figura 15. Efecto de la programacion materna por las dietas en el peso del higado y tejido
adiposo de la descendencia. A y B) Peso del higado, C,D) peso del tejido adiposo de todos los
grupos. Se muestran los promedios + SD. Se realizé una prueba de ANOVA de una via mas una
prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

8.2 La exposicion a las dietas HFD, CAF y HSD durante la programacion
materna y posterior al destete alteran el perfil lipidomico en el suero de la
descendencia

La determinacion del perfil lipiddomico en suero se analiz6 con nuestra
colaboradora la Dra. Maria Fuller de la Universidad de Adelaide, Australia. Se
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cuantificaron las concentraciones de diacilglicéridos, triglicéridos y de diferentes
especies de esfingolipidos como lo son las ceramidas, dihexosilceramidas,
dihidroceramidas, monohexosilceramidas, esfinganina y esfingosina. Estos lipidos
han sido involucrados en procesos de lipotoxicidad y dafio metabdlico por lo que

su identificacion es de relevancia para el presente proyecto.

8.2.1 Diacilglicéridos

El perfil de concentracion de diacilglicéridos totales en sangre incrementa
significativamente en los grupos HFD-HFD y CAF-CAF, mientras que en el grupo
HSD-C se observo un decremento significativo en sus concentraciones (Fig. 16
A). La identificacion de las especies individuales arrojé que el grupo HFD-HFD
promueve el incremento significativo de DG(18:1/18:1), DG(18:1/18:2),
DG(18:1/20:4) y DG(18:2/18:2) (Fig. 16 A y B). Por su parte, para el grupo CAF-
CAF se observa un aumento significativo de las especies DG(16:0/18:2),
DG(16:0/20:4), DG(18:1/18:1), DG(18:1/16:0), DG(18:2/18:2) y DG(18:1/20:4),
(Fig. 16 Ay B). En contraste, la programacion por dieta CAF y HSD disminuyo la
concentracion de DG(18:1/18:1) y de DG(18:1/18:1) y DG(18:2/18:2) para el grupo
programado con HSD (Fig. 16 A y B). También hay que destacar que el grupo
HSD-HSD exhibi6 incremento en las concentraciones de DG(18:1/18:1) y
disminucion de DG(18:2/18:2) (Fig. 16 Ay B).
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Figura 16. Concentraciones de diacilglicéridos. A) Total de diacilglicéridos. Se muestran los
promedios de las concentraciones totales de Diacilglicéridos + SD. Se realizé una prueba de
ANOVA de una via mas una prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001). B)
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Mapa de calor de las concentraciones de diacilglicéridos. Se muestran los promedios. Se
realiz6 una prueba de ANOVA de dos vias mas una prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001).

8.2.2 Triglicéridos

De manera general, las concentraciones de triglicéridos totales en sangre se
encontraron significativamente elevadas en el grupo CAF-CAF (Fig. 17 A). De este
grupo, se analizaron 57 especies de triglicéridos diferentes, demostrando que la
exposicion a dieta CAF durante la programacion fetal y posterior al destete
presenta los mayores efectos del perfil lipidomico (Fig. 17 B, C, D, E y F). De
manera particular, el mapa de calor muestra que la dieta CAF induce un aumento
de las especies de TG(16:0/32:0), TG(16:0/36:2)+1, TG(16:0/36:4), TG(18:0/34:1),
TG(18:0/36:2), TG(18:1/32:0)+1, TG(18:1/36:2)+1, TG(18:2/32:0), TG(18:2/34:1)+1,
TG(18:2/36:2) y una disminucion en las concentraciones de TG(20:4/36:2), vy
TG(22:6/36:3). Las especies de triglicéridos que mas aumentan significativamente
en el grupo de exposicion a dieta HFD corresponden a  TG(16:0/36:4),
TG(18:0/36:2), TG(18:1/36:2)+1, TG(18:2/34:1)+1, TG(18:2/36:2), TG(20:4/36:2) y
TG(20:4/36:3), y los que disminuyeron fueron TG(16:1/34:2)+1 y TG(22:6/36:3)
(Fig. 17 B, C, D, E y F). Por su parte, en el grupo HSD-HSD se observa un
incremento en las concentraciones TG(16:0/32:0), TG(16:0/36:2)+1 (Fig.17B),
TG(18:1/32:1)+1, TG(18:2/34:1)+1 (Fig. 16 D y E) y una disminucién en las
especies TG(16:0/36:4), TG(18:1/36:2)+1 (Figura 16 B y D). De interés, para la
programacion por dieta inducida por exposicion a CAF se observo decremento en
las concentraciones de TG(16:0/36:2)+1, TG (16:1/34:2) +1 (Fig. 17 C) y TG
(18:1/32:1) +1 (Fig. 17D), mientras que para la programacion con HSD se observo
una disminucion de la concentracion de TG (16:0/36:2) +1 (Fig. 17 B) y aumento en
TG(16:0/36:4) y TG (18:2/34:1) +1 (Fig. 16 B y E). No se observaron cambios en la
programacion fetal con HFD.
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Figura 17. Concentraciéon de triglicéridos. A) Total de Triglicéridos. Se muestran los
promedios + SD. Se realizé una prueba de ANOVA de una via mas una prueba post hoc de
Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001). B) Mapa de calor de los TG de 14:0 a 16:0 en una de
sus cadenas de dcidos grasos C) Mapa de calor de TG de 16:1 a 18:0 en una de sus
cadenas de dcidos grasos. D) Mapa de calor de TG 18:1 en una de sus cadenas de dcidos
grasos. E) Mapa de calor de TG de 18:2 A 20:4 en una de sus cadenas de dcidos grasos. F)
Mapa de calor de TG de 20:4 a 22:4 en una de sus cadenas de dcidos grasos. En estos
mapas de calor se realiz6 una prueba de ANOVA de dos vias mas una prueba post hoc de
Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).
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8.2.3Esfingolipidos

8.2.3.1 Ceramidas

Para el grupo de las ceramidas, identificamos que la exposicion a dieta CAF
durante la programacion fetal y posterior al destete promueve incremento en las
concentraciones totales de ceramidas y disminucidn cuando se programa con la
dieta HSD (Fig. 18 A). En particular, las especies de ceramidas que incrementan
son Cer 22:0, Cer 24:0 y Cer 25:0 (Fig. 18 B). La Cer 24:0 aumento
significativamente en los grupos HFD-HFD y CAF-C y disminuyo
significativamente en los grupos HFD-C, HSD-C y HSD-HSD (Fig. 18B).

8.2.3.2 Dihexosilceramidas (DHC)

No se encontraron diferencias significativas en el total de DHC entre los
grupos analizados (Fig. 18 C), sin embargo, se observa un incremento positivo de
la especie DHC 16:0 inducida por el grupo CAF-C (Fig. 18 D).

8.2.3.3 Dihidroceramidas (dHCer)

La exposicion a dieta CAF durante la programacion fetal y posterior al
destete también promueve incremento en la concentracion de dHCer totales
(Figura 18 E). De manera especifica, se observa incremento de las especies
dHCer 18:0, 24:0 (Fig. 18 F), en donde la especie dHCer también se observa
acumulada en los grupos HFD-HFD y HSD-C (Fig. 18 F).

8.2.3.4 Monohexosilceramidas (MHC)

La concentracion de MHC total disminuyé significativamente en los grupos
CAF-C y HSD-C (Fig. 18 G). La concentracion de MHC 22:0 disminuy6 en los
grupos CAF-C, HSD-C y HSD-HSD, MHC 23:0 disminuyd significativamente en
HFD-HFD, MHC 24:0 aumento su concentracién en los grupos HFD-HFD, CAF-C,
HSD-C y HSD-HSD y por ultimo MHC 24:1 disminuy6 su concentracion en CAF-C
y HSD-C (Fig. 18 H).
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8.2.3.5 Esfingosinas

De manera interesante, la programacion fetal por exposicon de HSD o bien
su ingesta después del destete induce incremento significativo en la concentracion
en sangre de las especies esfinganina (d18:0) y esfingosina (d18:1) comparadas
con el grupo control (Fig. 18 I).

70



>

Ceramidas totales

15000:
I Control
*kkk I HFD-C
10000 I HFD-HFD
I CAF-C
*
5000 [ CAF-CAF
Il HSD-C
I HSD-HSD
0:

> o < N
& Qf‘opo’g( cF(‘p & Q?opo‘ °
© & & £

Concentracion pmol/mL

Total DHC

Control
HFD-C
HFD-HFD
CAF-C
CAF-CAF
HSD-C
HSD-HSD

Concentracion pmol/mL 0

E dhCer total

Control
HFD-C
HFD-HFD
CAF-C
CAF-CAF
HSD-C
HSD-HSD

Concentracion pmol/mL

MHC Total
6000

Control

. . HFD-C
HFD-HFD
CAF-C
CAF-CAF
HSD-C
HSD-HSD

& * of

Concentracién pmol/mL Q

600 Sk

Control
HFC-C
HFD-HFD
CAF-C
CAF-CAF
HSD-C
HSD-HSD

N
o
S

N
=3
=3

Concentracion pmol/mL

o

Mapa de calor Ceramidas

Cer 16:0
Cer 18:0
Cer 20:0
Cer 22:0
Cer 23:0
Cer 24:0
Cer 24:1
Cer 25:0
Cer 26:0

Cer 26:1

Control HFD-C HFD-HFD CAF-C CAF-CAF HSD-C HSD-HSD

Mapa de calor DHC

DHC 16:0
DHC 22:0
DHC 24:0
DHC 24:1

Control  HFD-C HFD-HFD CAF-C CAF-CAF HSD-C HSD-HSD

Mapa de calor dHCer

dhCer 18:0

dhCer 22:0

dhCer 24:0 |

dhCer 24:1 . L

Control HFD-C HFD-HFD CAF-C CAF-CAF HSD-C HSD-HSD
Mapa de calor MHC

MHC 16:0
MHC 16:1
MHC 18:0
MHC 20:0
MHC 22:0
MHC 23:0

MHC 24:0

MHC 24:1 .

Control HFD-C HFD-HFD CAF-C CAF-CAF HSD-C HSD-HSD

4000
3000
2000
1000

300

200

100

1500

1000

Figura 18. Concentracion de Esfingolipidos en suero. A) Concentraciéon de ceramidas
totales. B) Mapa de calor de las concentraciones de ceramidas. C) Concentracién de DHC
totales. D) . Mapa de calor de las concentraciones de DHC. E) Concentraciéon de dHCer
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totales. F) Mapa de calor de las concentraciones de dHCer. G) Concentracién de MHC
totales. H) Mapa de calor de las concentraciones de MHC. [) Concentraciones de
esfingosinas. Se muestran los promedios + SD. Se realiz6 una prueba de ANOVA de dos vias

mas una prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001). Se muestran los promedios

+ SD. Se realizé una prueba de ANOVA de una via mas una prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001).

8.2.4 Concentracion de ceramidas en pacientes obesos y pacientes obesos
con DMT2

Ademas de los resultados de la descendencia de ratas, se cuantifico el
perfil lipiddmico de ceramidas en pacientes obesos y pacientes obesos con DMT2,
para determinar si se encontraban alteradas en concentracion las ceramidas
aumentadas en nuestro modelo de programacion materna. Encontramos que en
hombres con obesidad y DMT2 aumenté la concentracion de Cer 24:0 en
comparacioén al grupo de hombres obesos sin DMT2 (Fig. 19 A). Este aumento no

se pudo determinar en las mujeres obesas con DMT2 (Fig. 19 B).

A

Cer 16:0 Cer 16:0
Cer 18:0 Cer 18:0
Cer 20:0 2 Cer 20:0
Cer 22:0 Cer 22:0
Cer 23:0 Cer 23:0
1
= Cer 24:0 Cer 24:0
Cer 24:1 Cer 24:1

OBESOS OBESOS + DMT2 OBESAS OBESAS +DMT2

Figura 19. Mapa de calor de las concentraciones de ceramidas en pacientes obesos y
obesos con DMT2. A) Concentraciones de ceramidas en hombres obesos y obesos con DMT2,
se pueden observar cambios en la concentracién del la Cer 24:0. B) Concentraciones de
ceramidas en mujeres obesas y obesas con DMT2. Se realiz6 una prueba de ANOVA de dos vias
mas una prueba post hoc de Tukey (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001). Se muestran los promedios *
SD.
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8.3 La exposicioén a las dietas hipercaldricas durante la gestacion y lactancia
promueve estrés del RE y cambios en la dinamica de fusion y fision
mitocondrial en el hipotalamo de la descendencia masculina

En esta etapa del proyecto, a partir de los hipotalamos extraidos de los
diversos grupos experimentales, se identific6 el efecto especifico de la
programacion materna nutricional en la dinamica RE-mitocondria y fusion-fision
mitocondrial. Se encontr6 que la programacion materna con HFD-C causa un
decremento y un aumento en la expresion de los genes Hspab5 e Ip3r1,
respectivamente (Fig. 20 A y C). Estos genes estan relacionados con la activacion
de estrés de RE e interaccion de RE con mitocondria. Ademas, la exposicion de la
descendencia a dieta de la madre, presente en los grupos HFD-HFD y CAF-CAF,
incrementa los niveles de ARNm Ip3r1 en el hipotalamo (Fig. 20 C). Por su parte, la
exposicion de dietas hipercaldricas durante la etapa perinatal y después del destete
de la descendencia promueven el decremento de los niveles de ARNm de la
proteina de fusion mitocondrial Mfn2 (Fig. 20 B). No se encontraron diferencias
significativas en la expresion del ARNm de Drp1 y Opal (Fig. 20 D y E).
Finalmente, el analisis de la expresion de proteinas de fusion y fisibn mitocondrial
DRP1 y MFN2, demostré decremento de los niveles de DRP1 en los grupos HFD-
C, HFD-HFD y HSD-HSD (Fig. 20 F y H) e incremento de MFN2 en los grupos
HFD-C, HFD-HFD, CAF-CAF y HSD-HSD (Fig. 20 G y H).
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Figura 20. Efecto de la programacion materna nutricional en el RE y en la fusién y fisién
mitocondrial en la expresion de ARNm y proteina en el hipotdlamo de la descendencia. A)
Expresion del ARNm de Hspab B) Expresion del ARNm de Mfn2 C) Expresiéon del ARNm de Ip3r1
D) Expresion del ARNm de Drp1 E) Expresiéon del ARNm de Opa1 F y H) Expresién de la proteina
DRP1 G y H) Expresion de la proteina MFN2. Se muestran los promedios + SD. Para la expresion
de genes se realizé una prueba t de student y para la expresion de proteinas una ANOVA de una
via mas una prueba post hoc de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

8.4.1 La dieta CAF durante la gestacion y lactancia mas una segunda
exposicion después del destete promueve alteraciones morfologicas en la
dinamica del RE y mitocondria

Finalmente, identificamos las alteraciones morfoldgicas del ER-mitocondria
empleando MET. Los resultados indican que la programacion y exposicion
después del destete con dieta CAF, similar al grupo CAF-CAF, incrementa la
desorganizacion del RE y el tamafio de las mitocondrias en el hipotalamo de la

descendencia. Estos resultados indican la presencia de un incremento en los
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contactos entre el RE-mitocondria, confirmando los resultados a nivel molecular y
proponiendo que la exposicion a dietas hipercal6dricas durante la programacion
fetal y después del destete de la descendencia promueven fusién mitocondrial y
disfuncién del RE (Fig. 21 A, B, C, D).

Control

CAF-CAF

Figura 21. Efecto de la programacién materna nutricional en la ultraestructura celular del
hipotdlamo de la descendencia. A y B) Grupo control C y D) Grupo CAF-CAF, se puede
observar que en este grupo las mitocondrias tienen mayor tamafio y una interaccion mayor con el
RE. Abreviaturas: N, nucleo; G, aparato de Golgi.

Los resultados previos han mostrado que la programacion materna
nutricional promueve un incremento en la fusién mitocondrial, un incremento en los
niveles de  ARNm del receptor Ip3r1 del RE y que exponer a la descendencia a la
misma dieta que su madre después del destete, grupos CAF-CAF, muestra un
aumento en los contactos de RE-mitocondria y de la fusién mitoncondrial. Se ha
reportado en otros tejidos que la obesidad promueve los contactos entre el RE y
mitocondria y un aumento en el flujo de Ca?* hacia la mitocondria (Arruda et al.,
2014). Basandonos en esta evidencia, se analizé in vitro si la lipotoxicidad inducida
por el PAL modula el flujo de Ca* del RE a la mitocondria desencadenando
disfuncion mitocondrial. Los resultados indican que la estimulacion de células

hipotalamicas, previamente cargadas con TMRM, con PAL por 1, 3, 6 y 12h,
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inducen un decremento del potencial de membrana mitocondrial (AWYm) a partir de
las 6h, y exacerbacion a las 12h (Fig. 21 A y B), lo cual indica que existe la
presencia de disfuncidn mitocondrial. Para evaluar la masa mitocondrial y la funcion
de RE, las neuronas fueron cargas también con ER-Tracker Green, asi se encontro
que la masa mitocondrial disminuye en 1, 3 y 6h después de la estimulacion con
PAL y ademas, la fluorescencia del RE disminuia a 1 y 3h, recuperando el
incremento posterior a 6h y volviendo a disminuir a las 12h, indicando estrés de RE
(Fig. 22 Ay B).

Acido palmitico 50 uM

A

vy

Control 1h 3h 6h 12h
. . . . . .
\/
ER-Tracker
green
o - . . .
[ Hh20

150 80
S 125 4 = hoo £}
g - * ok Sle0
2 § 100 g 8| 80 mmm S il
55 . 32 =
= = ]
§E E|e0 * |27¢la0
$§ g §8
o S| 40 €9
g * ~ 5|20
£ 2 S
@ 20 g J
E L
0

0

Acido palmitico 50 pM

Figura 22. Lipotoxicidad inducida por PAL disminuye el AWm, la masa mitocondrial y el
estrés de RE. A) Imagenes representativas de microscopia confocal del AWm, el cual fue medido
por la retencién de TMRM (rojo) y ER-Tracker Green para definir el citosol. B) Cuantificacion del
AY¥m, porcentaje de masa mitocondrial e intensidad de fluorescencia del RE. Se muestran los
promedios + SEM y los valores son de tres experimentos independientes (*p<0.01).



Finalmente, se identificod si los cambios inducidos por PAL en los contactos
entre RE-mitocondria y de funcién reticular o mitocondrial podrian estar ligados a
alteraciones en la concentracion de Ca?* durante el estimulo lipotoxico. Con ello,
los resultados indican que la estimulacién de las células de hipotalamo con Pal
durante 3 h incrementan la concentracion de calcio en la mitocondria, evidenciado

por un aumento en la fluorescencia (Fig. 23).
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Figura 23. Lipotoxicidad del PAL induce cambios en los niveles de Ca’* en la mitocondria.
El Ca** mitocondrial después de 3 horas del estimulo con PAL, se muestran en el histograma los
valores normalizados de la fluorescencia de Rhod-2 AM. Se muestran los promedios + SEM y los
valores son de tres experimentos independientes.

9. Discusién

El presente proyecto se suscribe a descifrar los mecanismos celulares y
metabadlico-hormonales activados durante la programacion nutricional por dietas
hipercaloricas en las madres y su efecto en la generacion de patologias
metabodlicas (obesidad-DMT2). En esta investigacion mostramos evidencia
cientifica del efecto deletéreo de la programacion nutricional de madres por
nutrientes hipercaldricos selectivos sobre la homeostasis metabdlica-hormonal en
plasma que correlaciona con cambios en el peso, consumo de alimento,

sensibilidad a glucosa, insulina y leptina y alteraciones en las concentraciones
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selectivas de diversas especies de lipidos. Ademas, extendemos la identificacion
de dafio metabdlico-hormonal y lo correlacionamos con alteraciones en la
funcidn/estructura y dinamica de RE-mitocondria en el hipotalamo. Nuestros
resultados son los primeros reportados a la fecha que identifican perfiles
lipidomicos selectivos asociados a programacion fetal por nutrientes empleando la
tecnologia de lipidomica.

La obesidad y la sobrealimentaciéon materna durante la gestacion conducen
a cambios metabdlicos que incrementan la susceptibilidad al desarrollo de
enfermedades crénicas en la descendencia que incluyen a la DMT2
(McPherson et al., 2015; Saben et al., 2016; L. L. Wu et al., 2015; Zambrano et
al., 2016). En este trabajo se identificaron alteraciones selectivas en parametros
metabalicos, perfil lipidomico y marcadores de disfuncion mitocondrial y de estrés
del RE dependiendo del tipo de dieta calorica empleada. Consideramos que gran
parte de estos efectos son debidos en primera instancia, al porcentaje de lipidos
vs azucares que presentan dichas dietas, y por otro lado, al tiempo de exposicidon
a la que se someti6 al modelo animal, que incluye 9 semanas para la
programacion fetal en comparacion con 14 semanas en la exposicion después del
destete (Melo et al., 2014; Pomar et al., 2017).

9.1 La programacioén nutricional por dietas HFD y CAF favorecen la hiperfagia
y promueven la presencia de alteraciones metabdlico-hormonales en la
descendencia

La obesidad y la sobrenutricion materna durante la gestacion
conducen a cambios metabolicos que favorecen la aparicion de
enfermedades crénicas en la descendencia, incluidas el desarrollo de DMT2
(Zambrano et al., 2016). Los resultados iniciales identificaron que las madres
expuestas a dieta CAF en la etapa de gestacidon muestran incremento de peso
corporal. Ademas, el efecto de la alimentacion materna por dieta CAF o dieta HSD
en la descendencia, muestra decremento y aumento de peso corporal al
nacimiento, respectivamente, respecto al grupo control. La sobrealimentacion

materna y/o obesidad impactan en la supervivencia de la descendencia
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(McPherson et al., 2015; L. L. Wu et al., 2015), ademas de incrementar el peso de
ratas y primates no humanos (Melo et al., 2014; Reginato et al., 2016; Sullivan et
al., 2017). Aunque contrariamente en un reciente metanalisis se ha mostrado que
la dieta HFD incrementa el peso en la descendencia masculina, ademas de
mostrar una tendencia de bajo peso al nacer (Ribaroff, Wastnedge, Drake,
Sharpe, & Chambers, 2017), de cualquier manera la exposicion materna a dietas
hipercaldricas altera el peso al nacer con posibles implicaciones en el crecimiento

postnatal.

Posteriormente, se analiz6 el efecto de la alimentacion materna en el peso
corporal de la descendencia en la etapa adolescente. Los datos demuestran que
la dieta HFD (grupo HFD-C) incrementa el peso corporal de la descendencia; sin
embargo, la exposicion secuencial de HFD o CAF (grupos HFD-HFD o CAF-CAF)
promueven el decremento de peso corporal comparado con el grupo control. De
interés, al menos para la exposicion de la descendencia a CAF (grupo CAF-CAF),
se muestra un incremento en el consumo de alimento, pero decremento en el
peso, reflejando desajuste en el gasto energético, similar al demostrado durante la
exposicion a dieta HFD (grupo HFD-HFD). Apoyando estos resultados, las
férmulas de dieta CAF decrecen la tasa de crecimiento (Prats, Monfar, Castella,
Iglesias, & Alemany, 1989); pero también, la programacion con dieta HFD
incrementan el peso en la descendencia de ratones, tentativamente asociada con
hiperfagia (Kirk et al., 2009; White, Purpera, & Morrison, 2009). Estos resultados
sugieren que la programaciéon metabdlica por dietas HFD o CAF consumidas
durante la etapa perinatal establece un umbral de susceptibilidad al desarrollo de
disfuncion metabdlica en la descendencia que favorece el desarrollo de hiperfagia

temprana.

Ademas de los cambios en el peso corporal identificados, la programacion por
dieta CAF o dieta HFD, disminuye o incrementa durante la GTT o ITT,
respectivamente, los niveles de glucosa en el plasma de la descendencia.

Nuestros datos correlacionan con estudios anteriores mostrando incremento de
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glucosa por programacion con dieta de HFD en la descendencia (Desai et al.,
2014). Adicionalmente, los estimulos hipercaléricos de HFD o CAF después del
destete de la descendencia inducen incremento en las concentraciones de
insulina y leptina, que correlaciona con el incremento de tejido adiposo
retroperitoneal y el decremento en el peso del higado, comparado con el grupo
control. Nuestros resultados concuerdan con reportes previamente mostrados
comprobando incremento en las concentraciones de insulina y leptina en ratas
jovenes y ratas obesas sometidas a dieta HFD (Eu, Lim, Ton, & bin Abdul Kadir,
2010; Lalanza et al., 2014; Suarez-Garcia et al., 2017). En su conjunto,
proponemos que los cambios en los perfiles metaboélico-hormonales
identificados, asociados a la programacion nutricional materna se integran
en un marco de tiempo que se hacen presentes a partir de la etapa
adolescente y se manifiesta en la adultez (Tabla 7).
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Tabla 7. Resumen de resultados metabdlicos de los diferentes grupos.
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9.2 Identificacion del firmas lipidicas selectivas durante el dafo lipotéxico
en la descendencia de madres expuestas a programacion nutricional

Quizas, uno de los mayores aportes de nuestro trabajo, sea la identificacion

del perfil lipidémico en nuestros modelos animales de programacion fetal. Como
comentamos inicialmente, nuestro proyecto representa el primer trabajo en
México que implementa el uso de la tecnologia de lipiddmica para la identificacion
de firmas lipidicas en modelos de dafio metabdlico-hormonal.
De manera general, a diferencia de las dieta CAF o HSD, la programacion
metabdlica por la dieta HFD durante la etapa perinatal, promueve un incremento
en las concentraciones totales de diacilglicéridos, con respecto al control. A nivel
individual, las especies de diacilglicéridos que mostraron incremento representan
aquellos con dos cadenas de lipidos insaturadas de acidos grasos esenciales: el
acido linoleico (18:2) y araquidonico (20:4), ademas, del no esencial oleico (18:1).
Estas especies de lipidos que representan formas intermedias de los triglicéridos
han llamado la atencién por ser agentes lipotoxicos (Chaurasia & Summers,
2015). En modelos murinos alimentados con dietas altas en grasas, muestran
incremento de diacilglicéridos en musculo e higado, que se asocia a la inhibicion
de la sefal de insulina (Shulman, 2014; Ter Horst et al., 2017).

Nuestro modelo de programacion nutricional materna da evidencia de que
las alteraciones en el perfil lipiddomico, a excepcion del incremento de
diacilgliceridos comentado, no son evidentes en la descendencia en la edad
adolescente. Sin embargo, si se continua exponiendo al modelo murino a una
dieta de CAF después del destete, el sistema se compromete a tal grado que se
promueve incremento en los niveles totales de triglicéridos, ceramidas y
dhceramidas. En este contexto, de las 57 especies de triglicéridos analizadas en
la programacién por dieta CAF, se demostrd el incremento de 10 especies y la
disminucién de 2, que contienen por lo menos una insaturacion en una de sus
cadenas. Mientras que la programacion por la dieta de HFD después del destete
(grupo HFD-HFD) muestra un aumento de 7 especies y una disminucion de 2,
coincidiendo en este decremento en el TG(22:6/36:3) presentado por la dieta de
CAF (grupo CAF-CAF). Por su parte, la programacion materna con la dieta CAF
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aumenté los niveles de ceramidas especificas del tipo 22:0, 24:0 y 25:0.
Interesantemente, la ceramida 24:0 también aumenté en el grupo HFD-HFD. Se
ha reportado que en pacientes con resistencia a insulina y obesidad hay un
aumento de las ceramidas 16:1 y 20:4 (T. et al., 2016). Cer 24:0 y 24:1 estan
relacionadas con la accion de la ceramida sintetasa 2 y estas ceramidas estan
relacionadas con apoptosis e inhibicion de la proliferacion celular (Hartmann et al.,
2012), y es marcador de resistencia a insulina en modelos animales (Turpin et al.,
2014). Por su parte, las ceramidas tienen una estructura similar a los
diacilglicéridos y son las estructuras parentales de todos los esfingolipidos,
derivando de las ceramidas las esfingomielinas, glicoesfingolipidos, cerebrosidos,

globdsidos y gangliosidos (Nelson, Lehninger, & Cox, 2008).

Las ceramidas forman parte de los componentes integrales de la
membrana celular y coordinan la respuesta al estrés celular inhibiendo el
crecimiento, el anabolismo y llevando a la célula a apotosis (Chaurasia &
Summers, 2015), siendo con ello de gran relevancia en trastornos metabdlicos.
Ademas, otros esfingolipidos asociados a las ceramidas son las DhCer que se
obtiene a partir de la sintesis de novo por medio de las ceramida sintetasas (Reali
et al., 2017). Especificamente, las especies dHCer 18:0, 24:0 muestran
incremento después de la programacion con dieta CAF. Las DhCer que se
obtienen pueden pasar a ser ceramidas por medio de la dihidroceramida
desaturasa (DEGS1) que es el ultimo paso en la via biosintética de las ceramidas
(Barbarroja et al.,, 2014). Se ha reportado que en modelos murinos obesos
DEGS1 esta subexpresado y su funcion es importante en la proliferacion celular,
supervivencia y estrés oxidativo en adipocitos siendo necesaria para la
acumulacion de lipidos en los adipocitos maduros (Barbarroja et al., 2014). De tal
forma que la programacién por dieta CAF podria estar relacionada con una
desregulacion en DEGS1. En su conjunto, el aumento en la concentracion de
triglicéridos, diacilglicéridos y ceramidas, son sin lugar a dudas, especies lipidicas
con potenciales marcadores de sindrome metabdlico y lipotoxicidad en humanos,
asociados con el desarrollo de DMT2 (Engin, 2017).
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Finalmente, nuestros datos también identificaron un efecto selectivo en el
perfil de lipidos, ejercido por la programacién nutricional empleando la dieta de
HSD, que esta ausente en la HFD y CAF. Las especies selectivas que
incrementan son esfinganina d18:0 y esfingosina d18:1, representan estructuras
quimicas precursoras de las ceramidas. En pacientes con higado graso se ha
visto que los valores de estos esfingolipidos aumentan (Fig. 18) (Apostolopoulou
et al., 2017). La Fig. 24 resume los mayores cambios en las especies de lipidos

identificadas por lipiddmica en el modelo de programaciéon materna por dietas

selectivas.
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Figura 24. Principales vias de biosintesis de lipidos alteradas por la programacién materna
y el consumo por parte de la descendencia de dietas hipercaléricas. Podemos observar que
podria haber alteracion en enzimas como la lipina y la acil tranferasa, por los cambios en las
concentraciones de triglicéridos, ademas de cambios en la lipasa por el aumento de los
diacilglicéridos. Por otro lado, en el caso de las ceramidas el aumento de ceramidas como la Cer
24:0 puede deberse a cambios en la expresion de la ceramida sintetasa. En humanos se han
asociado estas vias con el desarrollo de DMT2, y esto también podria estar relacionado con lo
observado en los pacientes obesos y con DMT2 que hubo un aumento de Cer 24:0.
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9.2.1 La Cer 24:0 incrementa en pacientes con obesidad y DMT2

En pacientes se ha determinado que el incremento de especies de
ceramidas produce resistencia a insulina y es independiente de la obesidad,
condicion fisica, acidos grasos libres o diacilglicéridos (Amati et al., 2011; Dube et
al., 2011). Sin embargo, las concentraciones de palmitato como las hormonas y el
microbioma modifican las tasas de sintesis y degradacion de ceramidas (Benjamin
T. Bikman & Summers, 2011; William L. Holland et al., 2011; William L Holland et
al., 2007).

Por otro lado, las ceramidas son conocidas por inhibir la via de ATK. Sin
embargo, AKT puede ser restablecida si se bloquea a las enzimas SPT, CERS o
DES1 que son de gran importancia en la produccion de ceramidas por la via de
novo (Benjamin T Bikman et al., 2012). Ejemplos de este rescate es el uso del
inhibidor de la enzima SPT myriocina y el inhibidor de DES fenretinida, que causan
que se mejore la sensibilidad a la insulina (Kurek et al., 2014). Las ceramidas
podrian inhibir a la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (Raichur
et al., 2014). Con respecto a la Cer 24:0 recientemente en cardiomiocitos, se ha
relacionado a las ceramidas de cadena larga como Cer 24:0 como causa de

disfuncidon mitocondrial, estrés oxidativo y muerte celular (Law et al., 2018).

9.3 La programacion materna por exposicion a dietas hipercaléricas HFD y
CAF incrementa la fusion mitocondrial en el hipotalamo de la descendencia
La programacion metabdlica de la descendencia durante la
sobrealimentacién materna lleva a la activacion del estrés de RE (Ma, Huang,
Yang, & Liang, 2016; McPherson et al., 2015; L. L. Wu et al., 2015) y afecta el
metabolismo de glucosa en la descendencia masculina (Chen, Simar, & Morris,
2014). Se sabe que la dinamica mitocondrial es regulada por la demanda

bioenergética (Srinivasan, Guha, Kashina, & Avadhani, 2017).

En esta parte del proyecto, integramos las observaciones identificadas en
el perfil metabdlico-hormonal de la descendencia con su efecto correlativo en la
activacion de estrés del RE y dafio mitocondrial en el sistema nervioso. En este

84



sentido, se conoce que la programacion materna por sobrealimentacién o por
obesidad desencadena la activacion del estrés de RE y disfuncion mitocondrial en
ovocitos y embriones (McPherson et al., 2015; L. L. Wu et al., 2015) e inclusive
puede afectar el metabolismo de glucosa hipotalamico en la descendencia
masculina (Chen et al., 2014). Nuestros resultados afaden nueva evidencia
mostrando que los grupos HFD-C, HFD-HFD, CAF-CAF y HSD-HSD decrecen la
expresion del marcador de fisibn mitocondrial DRP1 e incrementan el marcador
de fusion mitocondrial MFN2 en el hipotalamo de la descendencia. De interés,
este resultado correlaciona con el obtenido empleando TEM que muestra
incremento de contactos entre RE-mitocondria y en el numero y tamafo de
mitocondrias en el grupo CAF-CAF. Se ha reportado que la regulacion a la alta de
MFN2 en ratones obesos y defectos en la expresion de la MFN2 hipotalamica en
las neuronas POMC y Agrp promueve o previene la obesidad (Dietrich et al.,
2013; Schneeberger et al., 2013), respectivamente, y nosotros hemos demostrado
la regulacién a la alta en el hipotalamo empleando un modelo de obesidad en
ratones (Diaz et al., 2015). Ademas, se sabe que la obesidad activa cambios en la
morfologia mitocondrial en el higado e incrementa las uniones entre RE-
mitocondria (Arruda et al., 2014; Diaz et al., 2015), sugiriéndose que la regulacion
de MFN2 puede influenciar en la susceptibilidad de ganar mas peso durante el
crecimiento (Enos, Velazquez, & Murphy, 2014). Un incremento en la fusion
mitocondrial y/o aumento de los contactos entre RE-mitocondria son moduladores
negativos del metabolismo mitocondrial, en parte por aumento en la liberacion de
calcio del RE y sobrecarga en la mitocondria (Arruda et al., 2014; Pennanen et al.,
2014). Con ello, empleando un modelo in vitro de células de hipotalamo
demostramos que la estimulacién con acido palmitico, induce estrés de RE que
correlaciona con un decremento en el potencial de membrana y masa
mitocondrial. De interés, la estimulacidn con acido palmitico incrementa las
concentraciones de Ca?* mitocondrial a tiempos tempranos de la disfuncién
mitocondrial. Esto apoya la hipotesis que un estimulo lipotdxico con acido
palmitico promueve la liberacién de Ca?*inicial del RE a la matriz mitocondrial y
posiblemente induce el desarrollo de disfuncion mitocondrial. Estos resultados
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también concuerdan con el incremento de la expresién de Ip3r1 identificado en
nuestro modelo de dietas hipercaléricas maternas, lo que muestra un papel
importante del flujo de Ca2+ del RE a la mitocondria (Arruda et al., 2014; Muhoz
et al., 2013; Naon et al., 2016; Pennanen et al., 2014). Los datos obtenidos en
este contexto, demuestran que la programacion materna nutricional induce la
sobrerregulacion de la fusion mitocondrial en el hipotalamo de la descendencia,
probablemente implicada en la disfuncidon mitocondrial asociada a la sobrecarga

de calcio demostrada en los experimentos in vitro.

9.4 El acido palmitico incrementa la interaccién entre el RE-mitocondria lo
que causa un aumento del Ca** del RE hacia la mitocondria en un modelo in
vitro de neuronas de hipotalamo

Por ultimo, se probd la hipotesis que si el incremento de la fusion
mitocondrial y aumento de los contactos entre el RE y mitocondria son
moduladores negativos del metabolismo mitocondrial (Fig. 25). Se ha reportado
que el inicio de la disfuncion mitocondrial es secundario al estrés de RE y la
liberacién de Ca®* (Naon et al., 2016). Inicialmente, se habia determinado que el
HFD-C mostré un decremento de la expresion de Hspab y los grupos HFD-C,
HFD-HFD y CAF-CAF incrementaron la expresion de Ip3r1, marcadores de estrés
de RE y de calcio. Identificamos que la estimulacion con acido palmitico en las
células de hipotalamo promueve estrés de RE, que correlaciona con un
decremento en el potencial de membrana y masa mitocondrial a las 6 h.
Interesantemente, la estimulacion con acido palmitico incrementa las
concentraciones de Ca®" a tiempos tan tempranos como 3 h posteriores al
tratamiento. Esto apoya la hipotesis que la estimulacion lipotoxica con acido
palmitico promueve la liberacién inicial de Ca?* del RE hacia la matriz mitocondrial
y tentativamente promueve la disfuncion mitocondrial. Nuestros resultados
correlacionan con el incremento de la expresion de Ip3r1 en las dietas
hipercaléricas maternas y fortalecen la propuesta de que tal disfuncién
permite el flujo de Ca®* del RE a la mitocondria (Arruda et al., 2014; Mufioz et
al., 2013; Naon et al., 2016).
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Lipidos

Incremento de los
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RE y mitocondria

Figura 25. Hipétesis del modelo del flujo de calcio del RE a la mitocondria y sus

complicaciones metabdlicas durante la lipotoxicidad.

10. Conclusiones
La alimentacion materna con dietas HFD, CAF o HSD incrementan las
concentraciones de insulina y leptina en suero en la descendencia. Por otro lado,
la exposicibn a HFD es potencialmente mas efectiva en promover la fusion
mitocondrial, estrés de RE y dafio mitocondrial en la descendencia masculina. Los
dafos de exposicion por dieta son replicados cuando se expone a la descendencia
a las dietas HFD, CAF y HSD después del destete mostrando aumento de
marcadores de lipotoxicidad, que incluyen diferentes especies de esfingolipidos
entre ellos las ceramidas y los diacilglicéridos, ambas especies de lipidos
importantes en la sefializacion celular de insulina. Estos datos correlacionan con el
desbalance en la sensibilidad a glucosa, insulina, leptina y la acumulacion de

grasa después de una exposicion a las dietas HFD y CAF. El mecanismo que
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podria estar relacionado es la disfuncion mitocondrial por sobrecarga de Ca** del
RE a la mitocondria debido al aumento de especies de lipidos lipotdxicas.

11. Perspectivas
- Analizar en la etapa adulta la expresion de los genes que regulan las dinamicas
mitocondriales en el hipotalamo.

- Estudiar patrones de expresion y metilacion de genes que regulan el
metabolismo de los lipidos en la descendencia después del consumo de dieta
HFD o CAF.

- Analizar en un modelo in vitro e in vivo, las alteraciones causadas por acido
palmitico y ceramidas en la interaccién RE-mitocondria y si pueden mejorarse por

farmacos que mejoran la dinamica mitocondrial.
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Anexos
Preparacién de dieta de Cafeteria

Ingredientes
1. 100 g Alimento para roedor molido
2. 100 g Galletas Maria molidas
3. 100 g Papas fritas molidas
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4. 100 g Chocolate liquido
5. 100 g Tocino ahumado
6. 200 g Paté de higado de cerdo

Mezclar bien todos los ingredientes para formar una masa uniforme. Dividir en

bolitas de 50 g

Preparaciéon de dieta HSD

Ingredientes
1. 100 g Alimento para roedor molido
2. 150 g Leche condensada

Mezclar bien todos los ingredientes. Se formara una mezcla viscosa que hay que

dividir en forma de galletas de 50 g sobre un papel alumnio.
Preparaciéon de Geles de poliacrilamida
Resolving 8% (10 ml)

1. 4.7 ml de agua destilada

2. 2.7 ml de bis-acrilamida al 30%

3. 2.5 ml Buffer 1.5M TRIS pH 8.8

4. 100 pl SDS 10%
Agregar 50 ul de PSA al 10% + 5 yl de TEMED para polimerizar
Stacking 4% (10 ml)

1. 6.1 ml de agua destilada

2. 1.3 ml de bis-acrilamida al 30%

3. 2.5 ml de Buffer 0.5M TRIS pH 6.8

4. 100 pl SDS 10%
Agregar 50 pl de PSA al 10% + 10 yl de TEMED para polimerizar
Soluciones
Buffer de corrida 10X (1L)

1. 30.3 g de Tris base

2. 14413 g de glicina

3. 10.0g de SDS
Completar con agua destiladaa 1 L
Buffer de corrida 1X (1L)

1. « Tomar 100mL del buffer 10x de corrida 10X
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2. + Agregar 900mL de agua destilada
25mM Tris-Hcl, 192mM glicina, 0.1% SDS

Buffer de transferencia 10 X (1L)
1. «30.3 gde TRIS HCL
2. +144.13 g de Glicina
3. *1gde SDS
Completar 1 L de Agua destilada
Buffer de transferencia 1X

1. « Tomar 100mL del buffer de transferencia 10X

2. + Agregar 200mL de Metanol

3. * Completar con Agua destilada a 1L (700mL)
25mM TRIS-Hcl, 192mM glicina, 20% metanol, 0.01% SDS

Buffer de lisis
Para 10mL

1. +0.25 mL de 1M TRIS-HCI

2. «1.5mL de 1M NaCl « 0.1mL de Triton X-100

3. ¢ 0.104mL de SDS 10%

4. + 1 Tableta de PhosSTOP de Roche

5. <1 Tableta de cOmplete, Mini, EDTA-free de Roche
Notas: 25mM TRIS-HCI, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS. Por cada 10
mL es una tableta de PhosSTOP y una de cOmplete, estos deben de tener los
siguientes numeros de REF 04 906 845 001 y 04 693 159 001. Revisar en la
pagina de Roche para mas detalles.
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Abstract

Background: Maternal overnutrition including pre-pregnancy, pregnancy and lactation promotes a lipotoxic insult
leading to metabolic dysfunction in offspring. Diet-induced obesity models (DIO) show that changes in
hypothalamic mitochondria fusion and fission dynamics modulate metabolic dysfunction. Using three selective diet
formula including a High fat diet (HFD), Cafeteria (CAF) and High Sugar Diet (HSD), we hypothesized that maternal
diets exposure program leads to selective changes in hypothalamic mitochondria fusion and fission dynamics in
male offspring leading to metabolic dysfunction which is exacerbated by a second exposure after weaning.

Methods: We exposed female Wistar rats to nutritional programming including Chow, HFD, CAF, or HSD for

9 weeks (pre-mating, mating, pregnancy and lactation) or to the same diets to offspring after weaning. We
determined body weight, food intake and metabolic parameters in the offspring from 21 to 60 days old.
Hypothalamus was dissected at 60 days old to determine mitochondria-ER interaction markers by mRNA expression
and western blot and morphology by transmission electron microscopy (TEM). Mitochondrial-ER function was
analyzed by confocal microscopy using hypothalamic cell line mHypoA-CLU192.

Results: Maternal programming by HFD and CAF leads to failure in glucose, leptin and insulin sensitivity and fat
accumulation. Additionally, HFD and CAF programming promote mitochondrial fusion by increasing the expression of
MFN2 and decreasing DRP1, respectively. Further, TEM analysis confirms that CAF exposure after programing leads to an
increase in mitochondria fusion and enhanced mitochondrial-ER interaction, which partially correlates with metabolic
dysfunction and fat accumulation in the HFD and CAF groups. Finally, we identified that lipotoxic palmitic acid stimulus
in hypothalamic cells increases Ca** overload into mitochondria matrix leading to mitochondrial dysfunction.
Conclusions: We concluded that maternal programming by HFD induces hypothalamic mitochondria fusion, metabolic
dysfunction and fat accumulation in male offspring, which is exacerbated by HFD or CAF exposure after weaning,
potentially due to mitochondria calcium overflux.

Keywords: Maternal overnutrition, Diet induced obesity (DIO), Hypothalamus, Mitochondria, Mitochondria dynamics,
Fusion, Fission
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Background

Maternal obesity in humans associates with an increased
risk of obesity metabolic-related disorders in offspring [1,
2]. It is known that obesity and maternal overnutrition
create changes in uterine milieu during pregnancy leading
to developmental alterations and defects in organ function
and metabolism in offspring [3, 4). Also, maternal nutri-
tional programming by hypercaloric diets exposure that
simulate Western diets, such as high fat diet (HFD), cafe-
teria diet (CAF) or high sugar diet (HSD) in murine
models, change offspring metabolism leading to insulin
resistance, type 2 diabetes mellitus (T2DM) [5-7], cardio-
vascular diseases and hypertension [8), non-alcoholic liver
diseases and steatohepatitis [9, 10). Defective molecular
pathways related to maternal programming by nutrient
oversupply can lead to failure in mitochondria dynamics
including modifications in mitochondria fission and
fusion, which are potentially linked to metabolic com-
promise and disease susceptibility [11).

Diet-induced obesity murine models alter mitochondrial
function and dynamics in selective organs including mus-
cles, adipose tissue, liver and brain [11]. In particular, ma-
ternal obesity in rodents is associated with altered
mitochondria function, reactive oxygen species generation
and an increased mtDNA and mitochondrial biogenesis in
oocytes and zygotes [12). Likewise, oocytes and blastocysts
from obese mice show reduced mitochondrial membrane
potential, high levels of autophagy and reduced mtDNA
and mitochondrial biogenesis [13, 14], potentially linked
to hepatic lipotoxic insult in fetuses of obese females [13].
In fact, mitochondrial function in offspring after maternal
programming seems to be sex-dependent, showing insulin
resistant and oxidative stress in males in compare with fe-
males [15, 16). Finally, in humans, placentas of obese
mothers show a decrease in mtDNA and mitochondrial
dysfunction which correlate with metabolic dysfunction in
offspring [17).

Mitochondrial functions are modulated by fission and fu-
sion dynamic processes which assist to maintaining mito-
chondria homeostasis [18]. Mitofusin 1 and 2 (MFN 1 and
2) and OPA1 and DRP1 modulate fusion and fission pro-
cesses, respectively, helping to reduce cellular stress by join-
ing mitochondria or creating new mitochondria to assists
deficient mitochondria [18]. Maternal programming by
HFD exposure in rodent dams, decrease expression of
OPA1 and DRP1 proteins in skeletal muscles of female off-
spring and disrupt mitochondrial function in male offspring
[19, 20), which might be transmitted across three genera-
tions [20]. Furthermore, we and others have reported that
obese mice showed changes in MFN2 expression in hypo-
thalamus and other tissues [21-24), and importantly mito-
chondria elongate in a Mfnl/2 dependent manner in
Agouti-related peptide neurons [25]. Here, we hypothesized
that maternal nutritional programming before and after
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weaning by seledive diets might modulate mitochondria
fusion and fission dynamics in male offspring leading to
metabolic dysfunction.

Methods

Animals, diets and nutritional programming model in
offspring by HFD, CAF and HSD exposure

All the experiments were first performed using 8-
10 weeks-old female Wistar rats, 200-250 g (n = 24).
Animals were handled according to the NIH guide for
the care and use of laboratory animals (NIH Publications
No. 80-23, revised in 1996), with approval of the local
Animal Care Committee (B10002). All efforts were made
to minimize the number of animals used and their suf-
fering. Rats were housed individually in Plexiglas style
cages, maintained at 22-23 “C and 12-h light/dark cycle.
Water and food was available ad libitum. Animals were
acclimated to the animal facility 7 days prior to diets ex-
posure. Females rats were randomized into four dietary
groups: Control diet, HFD diet, CAF diet and HSD
diet (Table 1). The formulation of diets was: Control that
contained a caloric density of 3.35 kcal/g divided in 71%
carbohydrates, 11% lipids and 18% proteins (Research
Diets, New Brunswick, NJ, Cat. D12450B). High-fat diet
(HFD) contained a caloric density of 49 Kcal/g divided
in 45% lipids, 20% proteins and, 35% carbohydrates.
Cafeteria (CAF) diet was made of liquid chocolate, bis-
cuits, bacon, fries potatoes, standard diet and pork pate
based on a 1:1:1:1:1:12 ratio, respectively; total calories
3.72 keallg in 39% carbohydrates, 49% lipids, 12% pro-
teins and 513.53 mg of Sodium. High sugar diet (HSD)
composition was Standard diet and condensed milk on a
1:1.5 ratio, respectively; total calories 339 kcal/g in 69%
carbohydrates, 18.5% lipids, 12.5% proteins and 228 mg
of Sodium. It is important to point out that these diets
appear to be found in human population. After
randomization, female rats were fed for 9 weeks, includ-
ing 3 weeks of pre-mating, mating, birth, and lactation.
Rats were mated with 12-14 weeks old Wistar males,
300-350 g, during two days. Also, it is important to
highlight that body weight was quantified in these fe-
males every week during pre-mating and gestation (See
Fig. l1a). We registered body weight of all offspring at
birth (approximately 15 rats/litter) and at the age of
3 weeks we euthanized female offspring. Male offspring
was grouped into 10-12 subjects per group and were al-
located into two groups: Group 1) exposure to Chow
control diet to analyze maternal programming, including
three groups: Maternal HFD and offspring Chow control
diet (HFD-C), Maternal CAF diet and offspring Chow
control diet (CAF-C) and Maternal HSD and offspring
Chow control diet (HSD-C); Group 2) exposure to the
same diet of their mothers until the age of 8 weeks,
resulting in three groups: Maternal HFD and offspring
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Fig. 1 Efact of nutritonal programming on dams and male offspring weight. a) Animal modal We fad female Wistar rats for 9 weeks accoding
10 the schadule 10 promoke makemal programming or we fad ofspring with hypercalonc det exposue Jfter weaning b) Matemal body weight
was followed for 6 weeks (prematng mating and gastaton) (Control n= 7, HFD n=7, CAF n= 6 and HSD n =4) ¢ Birh weght of offspring at
day 0 d) Body waght Jfter weaning for Contol versus HFD-C, CAF-C HSDC for matemal programming groups, where HFD, CAF and HSD are
matemal det and C s control chow det of offspring @) Body weight Jfter waaning for Contiol versus offspang fad with HFD, CAF and HSD afer
weaning HFD-HFD, CAF-CAF, HSD-HSD groups). Data are means £ SD. *p< 05, **p <001 and **%p <0001

HFD (HFD-HFD), Maternal CAF diet and offspring CAF
diet (CAF-CAF) and Maternal HSD and offspring HSD
(HSD-HSD). We compared these groups with a group
where females and their offspring were fed with Chow
Control diet. A total of seven experimental groups were
induded: Control, HFD-C, CAF-C, HSD-C, and
HFD-HFD, CAF-CAF and HSD-HSD. Body weight, food
and calorie intake were quantified in offspring from
3rd-7th week following by metabolic assessments as de-
scribed below (see Fig. 1a for details). The daily calorie
intake was calculated from the weight of food consumed
multiplied by the calories/gram of the food.

Table 1 Dt Compastion

Glucose tolerance and insulin tolerance test (GTT, ITT)
assessments

To test if maternal programming by selective hypercalo-
ric diets leads to alterations in the tolerance of glucose
and insulin, the GTT and ITT tests were carried out in
the offspring. Males were 8 h-12 h fasted and then were
intraperitoneally injected with 40% glucose body weight
or 1 U of insulin/100 g body weight. Blood glucose levels
were quantified at 0 min, 15 min, 30 min, 45 min,
60 min, 90 min, and 120 min, as described previously
[26]. These tests were performed at the age of 7 weeks
for GTT and 8 weeks for ITT in each male rat

Deet Percentage of macronurients Ingredients

Conrol Carbohydrates 71% Cystine 0.14 g, Coline 019 g Vitamins 1.89 g Celuose 289 g, Mneals 473 g Soybean ol
Lipics 11% 516 g Starch 3259 g Dextrin 1660 g Suciose 16 g Casein 1987 g par 1009
Proteins 18%
Caloric dansity 335 kaallg

HFD Carbohydrates 35% Cystine 0.17 g Coline .23 g Vitamins 299 g Celuose 1.72 g, Mineals 557 g nulin 1.72,
Lipicks 45% Soybean ol 575 g Dextan 2945 g Sucrose 1035 g Gsen M149 Lad 17729 per 100 g
Proteins 0%
Caloric dansity 49 kcallg

A Carbohydrates 39% Lipicks 43% Protains 12% Chow det 1429 g hquid chocolate 1429 g biscwits 1429 g bacon 1429 g, fies potatoes
Caloric dansity 372 kcallg 1429 g pork pate 2858 @ 1:1:1:1:1:1:2 ratio per 1009

HSD Carbohydrates 63% Chow det 40 g, condensed milk 60 g 1:15 ratio per 100 g
Upics 185%

Proteins 125%
Caloric dansity 339 kcaldg
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Tissue samples collection

Male rats were sacrificed by decapitation at 9 weeks of
age. Blood samples were collected in 500 pL tubes
(Beckton Dickinson) and plasma fraction was isolated by
centrifugation at 4 °C and frozen at - 80 “C. Hypothal-
amus was dissected and divided into the left hemisphere
(for RNA extraction and gene expression analysis) and
right hemisphere (frozen immediately at 80 °C for west-
ern blot analysis). Also, liver and retroperitoneal white
adipose tissue was measured and collected.

Plasma biochemistry determination

Glucose was determined by glucose strips and
Accu-check * (Roche, Cat. 05987270), insulin (Millipore
Inc, Cat. EZRMI-13 k) and leptin (Millipore Inc, Cat.
EZML-82 K) were determined by Elisa kits according to
manufacturers’ instructions.

Mass spectrometric determinations of triglycerides
Triglycerides were extracted from 10 pL of plasma using a
single phase extraction method as described in Fuller et al.
(2015), with the exception that 100 pmol of glyceryl tri-
heptadecanoate (TG (17:0/170/170); Sigma-Aldrich, Cat.
T2151) was added to each sample as the internal standard.
Extracted triglycerides were first separated on a RRHD
Eclipse Plus C18 column (2.1 x 150 mm; 1.8 pm) main-
tained at 40 “C. The samples were maintained at 16 °C
with 3 pL injected into the mobile phase which was at a
flow rate of 0.4 mL/min. Mobile phase A consisted of 60%
H;0, 40% CH;CN containing 10 mM NH,COOH and
solvent B was 90% (CH;),CHOH, 10% CH;CN containing
10 mM NH,COOH. Mobile phase conditions were 90%
solvent A and 10% solvent B at injection, which was
linearly ramped to 50% by 6 min and then to 100% solvent
B at 24 min. This was maintained for 3 min before return-
ing to 90% solvent A at 28 min, where the column equili-
brated for 4 min prior to the next injection.

For the first 4 min column flow was diverted to waste be-
fore being direded into the eledrospray source (ES
5500 V) of an AB SCIEX QTRAP 6500 triple quadrupole
tandem mass spectrometer with an ion source temperature
of 250 “C. Nitrogen was used for curtain gas, 25 units; colli-
sion gas set at medium; nebulizer gas 1, 20 units and auxil-
iary gas 2, 40 units. Declustering potential was 120 V;
entrance potential, 8 \, collision energy, 36 Vand collision
exit potential, 26 V. Individual species of triglycerides were
measured by multiple reaction monitoring in positive ion
mode using the ammonium adduct and corresponding
fragment arising from the neutral loss of one fatty acid. As
such, only the sum composition (ie. total number of car-
bons and double bonds) of the remaining two remaining
fatty acyl chains could be determined. Sixty three transi-
tions were monitored with 57 species detected in plasma.
Fatty acyl chain lengths ranged from 140 to 22:6 and of
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particular interest were the following transitions: 16:0/36:4
(8728/599.6), 180/34:1 (8788/5775), 182/36:2 (9009/
603.6) and 18:0/36:2 (904.9/603.6). Six species were present
at high concentrations, requiring quantification from the
[M+ 1] isotopologue due to saturation of the detector by
the mono-isotopic ion. These were 16:1/34:2 (847 8/576.6),
181/32:1 (8498/550.5), 18:1/320 (851.8/5526), 18:2/34:1
(8758/578.6), 16:0/36:2 (877.8/604.6) and 18:1/36:2 (903.9/
604.6). The concentration of each species was calculated
using MultiQuant 3.0.1 software (AB SCIEX, Framingham,
MA, USA) by relating the peak area of each species to that
of the internal standard.

Westem blot analysis

Frozen hypothalamus was homogenized in 500 pl lysis buf-
fer as described previously with minor modifications [27).
Samples were subjected to SDS-PAGE, nitrocellulose
membranes blodied for 2 h at RT in TBS-T buffer (10 mM
Tris, 0.9% NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5) containing 5%
BSA (Santa Cruz Biotecnology, Inc., cat. s¢2323) and incu-
bated overnight with primary antibodies at 4 °C in TBS-T
Buffer 1% BSA: antiMFN2 (Abcam, Product code
ab56889, 1:1000), anti-Drpl (Cell Signaling, Cat. 8570,
Dilution 1:22000) and B-actin (Cell Signaling, Cat. 8457,
Dilution 1:3000). Anti-mouse and anti-rabbit horseradish
Peroxidase-conjugated were used as secondary antibody in
TBS-Buffer 5% BSA (Cell Signaling, Cat 70765 & Cat.
7074P29, Dilution 13000). Proteins were deteded by
chemiluminescence in the Chemidoc XRS+ System
(BioRad) using Clarity Western ECL Blotting Substrates
(BioRad, Cat. No. 1705061). Images were quantified densi-
tometrically with Image] Software 1.50i (Wayne Rasband,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

RNA isolation and real time (RT)-PCR

RNA extraction from hypothalamic samples was performed
as described previously [28]. RT-PCR was performed by
High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
biosystems, Cat. 4,368,814) using random primers and
following standardized protocols.

Quantitative PCR

Based on that, obesity modulates ER stress and mitochon-
dria fusion and fission dynamics markers in animal models,
we identified changes in mRNA of these markers in the off-
spring exposed to maternal programming. We performed a
quantitative PCR using dDNA (10 ng), Light Cycler SBYR
green 480 Master Mix (Roche LifeScience, Product No.
04707516001) and the following primers: MEN2 Forward
(5“CCATGTGTCGCTTATCCTTCT-3'), Reverse (5~ TGA
CTCCAGCCATGTCCAT-3"); Itpr Forward (5~CACCTA
TGACCACACTGICTC-3"), Reverse (5-AAGAACFCCA
TGAGAGTGAC-3"); Hspa5 Forward (5-CCAGTCAGA
TCAAATGTACCCA-3'), Reverse (5-ATCAGCCCACCG
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TAACAATC-3'); Tlam Forward (5-GTACACCTTCCACT
CAGCTTT-3") Reverse (SAGCTAAACACCCAGATGCA
A-3'); Drpl Forward (5-AACCCTTCCCATCAATACA
TCC-3") Reverse (5"TCCAGAGAGGTAGATCCAGAT
G-3") and GAPDH like endogenous gen Forward (5-G
TAACCAGGCGTCCGATAC-3'), Reverse (5-TCTCTGC
TCCTCCCTGITC3') (Integrated DNA Techologies, Inc.)
in LightCycler * 480 Instrument II (Roche LifeScience,
Product No. 05015278001).

Transmission electron microscopy

To elucidate changes in mitochondrial and ER morphology
in the hypothalamus linked to hypercaloric diets exposure,
a TEM study was performed. Tissue samples of hypothal-
amus of CAF-CAF and Control groups (i =4) were fixed
with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate
(pH 7.4) for 2 h at room temperature, post-fixed with 1%
0sO04 in 0.1 M sodium cacodylate, and counterstained in
1% uranyl nitrate. Tissue samples were dehydrated through
a graduated acetone series and embedded in Epon 812 resin
for sectioning, Ultrastructural images of thin sections were
observed under a transmission electron microscope
Carl-Zeiss EM 109, and collected with a bottom-mount
film-based camera.

Measurements of mitochondrial mass, membrane
potential (AWm) and ER activity

Obesity favours a lipotoxic environment with palmitic acid
being one of the lipids related to this response and known
to increase ER stress and mitochondrial dysfunction. To
evaluate the effects of lipotoxicity on the mitochondria of
the hypothalamus, we used an in vitro model of hypothal-
amic cells. Hypothalamic mHypoA-CLU192 cells were
grown on 22 mm coverslips in growth medium (1x
DMEM with 10% fetal bovine serum, FBS), 25 mM glu-
cose and 1% penicillin/streptomycin) and maintained at
37 °C with 5% CO2 for 24 h. Cells were pre-treated with
indicated treatments and then cells were loaded with re-
cording medium (RM) consisting of; 156 mM NaCl;
3 mM KCL; 2 mM MgSO4 1.25 mM KH2PO4; 10 mM
D-Glucose; 2 mM CaCl2; 10 mM Hepes; with pH 7.3-7 4,
containing 25 nM TMRM (Tetramethylrhodamine, Mo-
lecular Probes, Invitrogen Cat. T668) for AWm and 1 pM
ER-Tracker Green (Molecular Probes, Invitrogen, Cat.
E34251) for 30 min at room temperature (RT) and were
washed with saline solution containing 25 nM TMRM.
Images were acquired using a Zeiss Axiovert 100 M con-
focal microscope with a Plan-Neofluar x63/1.25 ail
immersion objective lens at RT. TMRM fluorescence was
excited at 543 nm and ER-Tracker Green excited at
488 nm wavelength laser. Images were analysed using the
software Image |. For each plane of the z-stack, the two
channels ER-Tracker Green and TMRM were separated,
following the subtraction of the background fluorescence
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(i.e. threshold), to acquire two separate binary images. The
proportion of the cytoplasm (stained with ER-Tracker
Green) occupied by the mitochondrial network (stained
with TMRM) was then calculated from the area of both
images, calculating mitochondrial volume fraction occu-
pancy of the cytosol. Images were analysed using the soft-

ware program Image J.

Mitochondrial Ca®* levels

We assessed if lipotoxicity induced by palmitic acid pro-
motes failure in mitochondrial calcium homeostasis and
mitochondrial dysfunction linked to calcium-overload. Cells
were grown on 22 mm coverslips and pre-treated with indi-
cated treatments and then were loaded with RM consisting
of: 156 mM NaCl 3 mM KCL 2 mM MgSO4% 125 mM
KH2PO4 10 mM D-Glucose; 2 mM CaC12; 10 mM Hepes;
with pH 7.3-74, containing 20 pM Rhod-2 (Molecular
Probes, Invitrogen, Cat. R1245), AM and 0.02% Pluronic
F-127 for 30 min at RT. The fluorescence intensity was de-
termined every 15 s. Images were obtained using a Zeiss
Axiovert 100 M confocal microscope with a Plan-Neofluar
% 63/1.25 oil immersion objective lens and equipped with a
helium-neon laser at RT. Fluorescence images labelled with
Rhod-2 AM were collected using an excitation wavelength
of 514 nm. Rhod-2, AM fluorescence was normalized and
plotted using the software Image ).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism
Software (Version 7.0a Graph Pad Software Inc, La Jolla,
CA). Data were expressed as Mean + SD. The data pre-
sented were analyzed using Two-way analysis of variance
(Two-way ANOVA), analysis of variance (ANOVA) or
Student’s t-test with post-hoc test of Dunnett’'s multiple
comparison test, “p <005, “p< 001, **p< 0001, ***p
< 0.0001 were considered significant.

Results

Selective nutritional programming alters pregnancy ratio,

body weight and food intake in offspring

Our aim was to evaluate the effect of nutritional program-
ming by maternal hypercaloric diets in mitochondrial dy-
namics in the hypothalamus of the offspring and evaluate if
this effect is exacerbated when offspring is exposed to these
formula after weaning. We determined the effect of hyper-
caloric diets on body weight of female Wistar rats
pre-mating, mating and during gestation (Fig. 1b). Female
rats were fed with hypercaloric formula (HFD, CAF or
HSD) do not modify body weight before mating; however,
there was a significant decrease in female body weight dur-
ing CAF exposure at 5-7 weeks and there were no changes
during HFD and HSD exposure (Fig. 1b). While alterations
in insulin and leptin levels have been found in mothers fed
hypercaloric diets during pregnancy and lactation [29-31],
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it is important to point out that in our murine model, ma-
ternal hypercaloric diet intake does not develop obesity in
mothers. Our main aim at this stage was to identify meta-
bolic changes in male offspring linked to maternal over nu-
trition. To address this aim, pups (male and female) from
mothers were randomized at the age of 3 weeks in 7 experi-
mental groups as previously described. Initially, we found
that nutritional programming by CAF diet decreased off-
spring weight whereas HSD litters increases their body
weight at birth (Fig. 1c). Next, we assessed weight during
6-7 weeks of age of male offspring. The HFD-C group
showed an increase in body weight at 6-7 weeks old when
compared to control group, similar to their mothers (Fig.
1d). Offspring exposed to CAF diet programming (CAF-C)
showed a decreased in total body weight at age of 4-
5 weeks old and caught up control body weight at 6 wedks
(Fig. 1d). Also, hypercaloric challenged after weaning show-
ing in the HFD-HFD offspring group, decreased weight at
5-6 weeks and caught up control body weight at 7 weeks
(Fig. le). Moreover, CAF-CAF diet exposure decreased
body weight from week 4 to week 7 of age and they did not
recover to control values (Fig. le). Fnally, during the
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HSD-HSD exposure we do find a significant decrease in
body weight at week 5 which caught up to control values at
week 6 (Fig. le).

Next, we quantified the total food intake and body
weight every day in male offspring linked to diets expos-
ure between 23 to 49 days of age. Subjects from the
HFD-C, CAF-C and HSD-C groups did not show change
in food intake consumption or total kcal/day intake
(Fig. 2a). By contrast, hypercaloric diet exposure after pro-
gramming in the HFD-HFD group showed a decrease in
food intake and had less keal/day intake when it was com-
pared to Chow control group (Fig. 2b), this contrast with
their weight where we did not found difference in com-
pare with control group at age of 7 weeks (Fig. 2b, ¢, d
and Fig. 1e). Worthy of note, the CAF-CAF group had hy-
perphagic behavior from day 36 to day 45 of age and de-
creased weight when compared with control group from
4 week until 7 week of age (Fig. 2b, ¢, d and Fig. l¢).
Lastly, we evaluated food efficiency by showing the keal/
weight ratio and observed that HFD maternal program-
ming does not affect food efficiency (Fig. 2¢); however, fat
hypercaloric surplus after programming in the HFD-HFD
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group, displayed a significantly decrease in food efficiency
(Fig. 2f). These results suggest that maternal program-
ming by HFD and CAF exposure led to failure in their
weight and energy homeostasis, and these alterations were
exacerbated in their offspring fed with HFD and CAF diets

after weaning.

Cafeteria diet exposure during pregnancy and lactation
disrupts glucose sensitivity in male offspring

Male offspring tolerance to glucose and insulin was ana-
lyzed at 7 and 8 weeks old by performing GTT and ITT, re-
spedively, to determine whether hypercaloric diets disrupt
glucose sensitivity. Initially, we found no signifiant differ-
ences in basal glucose levels in the seven experimental
groups during GTT test (Fg. 3a, d). Additionally, there
were no changes in glucose sensitivity evaluated during the
GTT in maternal programming groups (HFD-C, HSD-C)
and in the offspring hypercaloric exposure after program-
ming (HFD-HFD, HSD-HSD and CAF-CAF) (Fig. 3b, ¢, ¢,
f). Besides, nutritional programing by CAF-C exposure de-
creased plasma glucose concentration and showed a signifi-
cant decrease in AUC (area under the curve) during the
GTT (Fig. 3b, c). Next, during the ITT the HFD-C group
displayed an increase in basal glucose plasma levels when
compared to Chow contral group (Fig. 3g). Also, ITT
showed reduced insulin sensitivity in HFD-C and CAF-C
groups during versus Contral (Fig. 3h, i) and significant in-
crease in AUC for HFD-C group (Fig. 3i). There were no
changes in insulin sensitivity in HSD-C, CAF-CAF and
HSD-HSD groups (Fig. 3j, k, ). These results suggest that
maternal programing by HFD and CAF exposure might
affect glucose homeostasis in male young offspring.

Afterwards, we determined leptin and insulin plasma
levels associated to maternal diet and hypercaloric diets in
offspring after weaning. We found that maternal program-
ming by HFD and CAF or HSD (HFD-C and CAF-C or
HSD-C) increase plasma insulin and leptin concentration,
respectively (Table 2). Also, the plasma insulin and leptin
concentration were found increased in the groups
HFD-HFD and CAF-CAF when they were compared to
Chow control group (Table 2).

Finally, total triglycerides (TG) and selective species were
identified by lipidomic approach in the offspring. We ana-
lyzed 57 selective TG species and we found that CAF diet
exposure was the most sdective formula to show robust
TG changes in plasma. On this context, maternal program-
ming by HFD, CAF or HSD does not change total TG
levels in offspring (Fig. 4a); however, CAF exposure during
programming and after weaning in the CAF-CAF group
promotes increase in total TG species (Fig. 4b). Ako, ma-
ternal programming by CAF promotes inareases in the se-
lective TG spedes: 16: 0/36:4, 18: 2/341 + 1, and a decrease
in16: 0/36:2+ 1, 16: 1/34: 2+ 1, 1& 1/320+ 1 and 1& 1/
321+ 1 (Kg. 4¢). Of note, CAF diet exposure after weaning
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increases substantially the plasma levels of the TG species:
16: 01362 + 1, 16: 0/36:4, 18: /341, 18:0/362, 18& 1/320 +
1, 18: 1/36:2 + 1, 18 2/34:1 + 1, 18 2/362 and decrease the
16:0/36:2+ 1, 16: 1/34:2 4+ 1, 18 1/320 + 1 and 18: 1/32:1
+1 (Fig. 4d). Ao, maternal programming promotes in-
crease in 16: 0/36:4, 18: 0/3&:2, 18: 2/36:2 and 16: 0/36:2 +
1, 18 1/320+ 1, 18 1/36:2+ 1 and 18 2/34:1 + 1 for HFD
and HSD, respectively; and 18: 1/36:2 + 1, 18: 2/341 +1 for

both programming groups (Fig. 4d).

Nutritional programming by cafeteria diet modifies liver
and white adipose tissue weight in male offspring

Next, we sought to identify the effect of diets exposure
during pregnancy and lactation on liver and retroperi-
toneal white adipose tissue weight. We identified that
maternal programming by HFD, CAF or HSD exposure
did not change liver weight in offspring males (Fig. 5a).
On the other hand, hypercaloric surplus after weaning in
the HFD-HFD group showed a decrease in liver weight
when compared to control group (Fig. 5b)l. Also, we
found that maternal metabolic programming by fat in
the HFD-C group led to an increase of retroperitoneal
white adipose tissue weight when it was compared to
control group (Fig. 5¢). Finally, hypercaloric exposure by
fat or sugar intake after maternal programming, in
HFD-HFD, HSD-HSD and CAF-CAF groups, increased
retroperitoneal white adipose tissue weight with respect
to the Chow control group (Fig. 5d).

Hypercaloric diet exposure during pregnancy and
lactation promotes hypothalamic mitochondria fusion
and ER stress response in male offspring

We sought to identify the effect of nutritional programming
by hypercaloric diet exposure on hypothalamic mitochon-
dria dynamics evidenced by changes in expression of pro-
teins involved in mitochondria fusion (MFN 2, Opa 1) and/
or fission (DRP 1). We found that HFD-C, HFD-HFD and
HSD-HSD diets exposure led to a significant decrease in
the hypothalamic DRP1 protein expression in offspring
(Fig. 6a and c). By contrast, HFD-C, HFD-HFD, CAF-CAF
and HSD-HSD diets showed an increase in the protein ex-
pression of MFN2 in hypothalamus (Fig. 6b and ¢). These
data suggest that hypercaloric diet exposure during preg-
nancy potentially promoted positive hypothalamic mito-
chondrial fusion. Next, based on the results of metabolism
and protein expression found in the groups of HFD-C,
HFD-HFD and CAF-CAF, we quantified their mRNA ex-
pression of MEN2, Opa 1 and DRP 1 genes. We identified
that HFD-C, HFD-HFD or CAF-CAF groups showed de-
crease expression of MFN 2 mRNA (Fig. 6d). We did not
find significant differences in the mRNA expression of
DRP1 and Opa 1 genes (Fig. 6¢ and f). We ako analyzed
the expression of Ip3rl, which is related to calcium homeo-
stasis between ER and mitochondria and it has been

107



CardenasPerez et al. Nutrition & Metabolism (2018) 1538 Page 8of 16
GTT
A Maternal programming B Maternal programming c Maternal programming
1 basal glucose
b - .

;
S ELE

plus offspring
§ 1oy diet basal glucose
2

:

o " » &4 0w

Time (min)

120

Maternal programming
plus offspring diet .

#, #f a"'"s"”o

G Maternal programming H
. basal glucose

LI

Time (min)

ITT

Maternal programming

t..l

* Cormror

]
& &

plus offspring
wey diet basal glucose

:

3

o " » &4 w0 »

Time (min)

120

Maternal programming
plus offspring diet

# fa"’f”’

eh; b I‘IT

TT. Data am means £+ SD. *p <005 ".‘ <

oy amme

55 wer med at 15

a0 and "%

R
Time (min)
q de v v sadgand) Basy g
30, 45, 60, 90, and 120 min. ¢ and f) Ama Undar ;nx‘

aom

& ESE
Maternal programming
plus offspring diet

-

& es"’pa"{-’f

Maternal programming

& &

Maternal programming
plus offspring diet

s ff?’

108



CardenasPerez et al Nutrition & Metabolism (2018) 1538 Page 90f 16

Table 2 Concentrations of insulin and leptin

nsuln

Expariment Growp Concentration ng/ul O Pvae

Maternal progamming Control 0072 Qo033 N/A
HFDC 01a aass 00009***
CAFC 1234 aen 06189
HSDC 0074 ana 09617

Maternal progamming phus det offspang Control 00782 Q0033 N/A
HFD-HFD 02478 Qo808 Q0001
CAF-CAF 02644 aosa 0000 1%
HSD-HSD goasan amn 095

Leptin

Expariment Growp Concentration ng/ul O Pyaue

Maternal progamming Control 00671 a9 N/A
HFDC 0063 Qoo 077209
CAFC 17.026 3983 0000144
HSDC 00526 Qo3 00355

Maternal progamming phus det offsping Control 00671 a9 N/A
HFD-HFD Q.1as6 amas 0000 7***
CAF-CAF Qoer e aa2a2 00002+
HSD-HSD 005895 Q00es 05173
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Fig. 4 Lipidomic profile in plasma samples. Lipds were exaced fiom plasma samples following stndard protocol and were analyzed a5 descabad
n Methods The concent@ation of each speces vwas caloulated sing MultQuart 301 software (AB SOEX Framingham, MA, USA) by relating the peak
area of each spaces © that of the intermal standard Total plasma TG leves in maternal nutstional prog@amming (a) and maternal and hypercalosc
det exposure Sfter waaning (). Sslecive plasma TG speces in maiemal nutritond grogramming i€) and matemal and hypercalosc det exposue
aer waaning (dl Concentrations are expressed a5 the meaan + SEM with Chow and HFD, CAF or HSD. n = 10-12 *p< 005 **p <001 and **p <0001
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reported upregulated in obesity or lipotoxicity [21). Off-
spring fed with HFD or CAF after maternal programming
(HFD-HFD and CAF-CAF) increased the mRNA expres-
sion of Ip3rl gene (Fig. 6g).

Additionally, we identified morphological alterations in
ER and mitochondria in CAF-CAF, and Control experi-
mental groups by using TEM. We chose CAF-CAF be-
cause is one of the groups with the greatest difference in
metabalism and mitochondrial dynamics. We observed
that nutritional programming and offspring intake of
hypercaloric diet after weaning in the CAF-CAF group
promotes evident hypothalamic ER disorganization, with
unstacked cisternae rims, which were extremely distended
and surrounding mitochondria and bigger mitochondria
(Fig. 7b and d). These results indicated an increase in the
ER-mitochondria contacts and confirm our previous find-
ings at molecular level showing that CAF-CAF intake lead
to mitochondrial fusion and ER dysfunction.

Lipotoxicity of saturated fatty palmitic acid induced
decrease of ER signal mitochondrial mass, membrane
potential (A%m) and mitochondrial cakium overdoad
Based on our previous results showing that hypercaloric
diet exposure promoted an increase in mitochondrial fu-
sion and in endoplasmic reticulum Ip3rl mRNA expres-
sion in hypothalamus, and, that CAF diet exposure after
weaning (CAF-CAF group) increases mitochondrial fusion
and ER contacts in offspring, we sought to determine the
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physiological role of ER-mitochondria. It has been re-
ported that positive energy balance during obesity pro-
motes enhanced ER-mitochondria contacts, modulated
mitochondria physiclogy by calcium fluxes [21]. We ana-
lyzed in an in vitro system whether the lipotoxicity insult
induced by the saturated fatty palmitic acid modulates cal-
cium fluxes from ER to mitochondria triggering mito-
chondrial dysfunction. Hypothalamic cells were loaded
with TMRM, treated with the indicated conditions and
were quantified as described using confocal microscopy to
determine changes in AWm (Fig. 8a). Palmitic acid stimu-
lation during 1 and 3 h to hypothalamic cells induced an
increase of AYm, however after 6 h of treatment we found
a decrease of A¥Wm, this effect was exacerbated at 12 h
(Fig. 8b), showing that palmitic acid induces mitochon-
drial dysfunction.

To assess mitochondrial mass and ER function, cells
were co-loaded with TMRM to label mitochondria and
with ER-Tracker Green, which aid to label the cytosol,
allowing measurement of the volume occupancy of the
mitochondrial network within the dimensions of the
cytosol and ER (Fig 8b). At 1, 3 and 6 h after palmitic
acid treatment we identified a significant decrease in
mitochondrial mass (Fig. 8b), which was more evident at
12 h of treatment with palmitic acid. Similarly, we ob-
served a decrease in the ER-Tracker Green fluorescence
intensity when hypothalamic cells were treated for 1 and
3 h and an increase at 6 h. However, at 12 h we observed

was observed in CAFCAF group N, nudeus; G, Golg apparatus

Flg. 7 £fact of nutritonal programming of CAF diet phus of soring CAF diet on hypothalamus ulrastucture a) Control, b) CAFCAF groups. Note
that CAF-CAF det promote appaaance of bigger mitochondria and mitochondsa-ER interactions in CAF-CAF (d, 3000x) in compare with Control
(€ 3000x) Unstacked and extramely dstendad endoplasmic retculum csternas ams extendad (* asterisk) around mitochondria (W arow haad)
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again a decrease similar to the one observed at 1 and
3 h, which indicates ER stress (Fig. 8b). These results
showed that lipotoxic insult promotes time-dependent
hy pothalamic mitochondria and ER dysfunction.

Next, we sought to identify time-dependent changes in
mitochondrial Ca** levels during lipotoxicity of saturated
fatty palmitic acid stimulation. After 3 h of treatment with
palmitic acid, cells were incubated with the mitochondrial
Ca® indicator Rhod-2 AM. Palmitic acid-treated cells ex-
hibited a slight increase in Rhod-2 fluorescence, indicating
elevated mitochondrial Ca** levels (Fig. 9).

Discussion

Obesity and maternal overnutrition during pregnancy lead
to several metabolic changes that trigger chronic related
diseases including Type 2 diabetes mellitus (T2MD) in
offspring [7, 13, 14, 20]. We sought to identify whether
hypercaloric diets exposure including HFD, CAF and
HSD, during pregnancy and lactation selectively modu-
lates body metabolic parameters and hypothalamic mito-

chondrial dynamics in male offspring after weaning. We

compared the hypercaloric formula to standard chow diet

formula which has low fat or carbohydrates percentage.
Diet might be the major driving force behind changes in
parameters as microbiota [32] and also CAF diet is con-
sidered a robust model of metabolic syndrome when it is
compared to HFD [33]. In this context, we identified that
selective maternal overnutrition and hypercaloric expos-
ure in male offspring after weaning using the HFD or
CAF diets led to body weight alterations and increase in
glucose, insulin, leptin and TG levels. Also, we found that
HFD maternal programming is effective to promote hypo-
thalamic mitochondria fusion as well as the consumption
of the HFD, CAF and HSD diets by the offspring after ma-
ternal programming.

Our initial results showed that dams subjected to CAF for-
mula waght significantly less before delivery when compare
to control, HFD or HSD diets. In offspring, we found that
CAF diet decreased birthweight and whereas HSD increased
birthweight. It is known that maternal overnutrition and
obesity in females might impadt survival and normal devel-
opment in offspring [13, 14] and also increase body weight
in rats and in non-human primates with diets like HSD [31,
maternal HFD

34, 35]. In fact, there is evidence that
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exposure in rats does not promote changes in offspring body
weight at birth [36). A recent meta-analysis study showed
that maternal HFD increased birth waght in male mice, and
there was a trend in male rats to show low birth weight [37].
We hypothesized that no correlation from our results com-
pared with previous studies might be potentially due to the
murine strain, age and time of diet exposure, as reported
previously [36, 38, 39].

Next, we identified the effect of nutritional program-
ming after weaning in body weight of offspring. At this
stage, we modulated hypercaloric surplus in offspring by
exposure to Chow contral diet or keep them with the
hypercaloric mother’s diet. We found that maternal HFD
exposure (HFD-C group) increases body weight whereas
HFD-HFD and CAF-CAF decrease body weight at 5th—
6th and 4th-7th weeks of age respectively, compared with
Control group. Also, CAF exposure after maternal pro-
gramming (CAF-CAF group) had an increase in food in-
take at 6th week. Supporting our findings, CAF formula
decreases rate of growth shortly after its exposure [40],
and on the other hand, maternal programming by HFD
exposure leads to body weight increase in mice offspring
[31] tentatively associated to hyperphagia from 5 to
6 weeks of age [41, 42. In this context, we did not find
difference between HFD-C and Contradl group in food in-
take; however, the HFD-HFD group where dams and off-
spring were fed HFD displayed a substantial decrease in
food intake, disruption in food efficiency and body weight
versus Control group. These results suggest that develop-
mental nutritional programming might set up a threshold
to increase the susceptibility to metabolic dysfunction. In
any case, it would be potentially important to determine

food intake at adulthood to define time dependent effects
of hypercaloric exposure before and after weaning.

Our data showed that maternal programming by CAF-C
decreases plasma glucose levels during the GTT analysis,
whereas the HFD- C group showed an inarease in plasma
glucose during ITT test. These results partially agree with
previous reports showing maternal HFD effect on glucose
increase at 6 weeks of age in offspring [31, 43] and with the
fact that maternal HFD reduced insulin tolerance [42). In
addition, CAF diet exposure increases plasma glucose levels
in male and female offspring at the age of 3 months [44]
No correlations between our results and the reported by
Desai et al 2014 and Melo et al. 2014, might be related to
the age of the subjects, 24 weeks versus 8 weeks from our
studies [31, 43]. However, we do report that nutritional pro-
gramming by HFD or CAF decrease insulin sensitivity and
enhance glucose metabolism during the ITT and GT'T, re-
spedtively. Ao, hypercaoric stimuli by HDF or CAF ex-
posure after maternal programming lead to an increase in
plasma insulin, leptin and TG lipid species levels compared
to contral, which correlates with an increase in retroperi-
toneal white adipose tissue weight in these groups as well
as a decrease in liver weight in HFD-HFD and CAF-CAF.
These results agree with previous data reported where in-
creased leptin and insulin concentrations were found in
young rats and obese rats on HFD [45-47). Our data ako
show that compare to HFD and HSD which also show glu-
cose, leptin and insulin deregulation, the consumption of
CAF diet after weaning in offspring seems to be the most
significant nutritional formula to promote changes in total
TG plasma concentrations and in selective TG spedes. The
change in the profiles of triglycerides, ceramides and dhCer

113



CardenasPerez et al Nutrition & Metabolism (2018) 1538

have been linked to insulin resistance and obesity [48] and
alterations in the expression of ceramide synthase and dihy-
droceramide desaturase increasing lipotoxicity [49, 50).
Additionally, our data correlate with negative effects on
normal organ weight during hypercaloric nutritional pro-
gramming [31). Overall, we speculate that initial metabolic,
hormonal and organ weight alterations in offspring at
8 weeks, found in our experimental modds, might com-
promise basal metabolic settings and potentially increase
the susceptibility to glucose imbalance in the adulthood.
Metabolic programming during maternal overnutrition
and obesity leads to ER stress activation [13, 14, 31, 51, 52,
and mitochondrial dysfunction in oocytes and embryos [14,
20}, and impairs hypothalamic glucose metabolism in male
offspring [53). It is known that mitochondrial dynamics is
regulated by cellular bioenergetic demands [54]. For in-
stance, during high energy demand mitochondrial fusion
results in extended mitochondrial networks which provides
advantage to cell homeostasis; however, disruption of mito-
chondrial fusion has been shown to result in energy failure
and mitochondrial dysfunction [54]. Here we added new
evidence by showing that HFD-C, HFD-HFD, CAF-CAF
and HSD-HSD exposure decrease the mitochondrial fission
marker DRP1 and increase the fusion MEN 2 protdn
marker expression in the hypothalamus of offspring. Of im-
portance, mitochondrial dysfundion shows a lower expres-
sion of the mitochondrial fusion marker protein OPAI,
which correlates with inaeased expression of the mito-
chondrial fission marker protein DRP1 [54]. In our case, we
found a negative feedback caused by maternal program-
ming and offspring diet that increase MEN 2 and decrease
in DRP 1 protein levels, which potentially suggest positive
mitochondria fusion. We have not found correlation be-
tween mRNA expression and total protein levels of MFN 2
and DRP1, our observations by TEM suggest an enhance in
mitochondria-ER contacts in the offspring of CAF-C group
and positive hypothalamic mitochondria fusion, bigger
mitochondria and enhance mitochondria-ER contacts in
the CAF-CAF group. Hypothalamic DRP1 regulates ROS
signaling in glucose sensing [55] and also modulates leptin
sensitivity in POMC neurons [56). DRP1 ablation leads to
higher ROS production and dysfunctional mitochondria
[57). On the other hand, others and we have reported up
regulation of hypothalamic MFN2 protein levels of obese
mice [21, 22}, and ddective MFN2-expression in POMC or
Agrp neurons promotes or prevents obesity in a rodent
obese model, respectively [23, 24]. Also, obesity leads to
changes in mitochondrial morphology in liver and increases
ER-mitochondria junctions [21], suggesting that MFN2
regulation might influence susceptibility to gain more
weight during growth, as shown previously and metabolic
dysfunction [9, 58]. It would be relevant to determine se-
lective changes in mitochondrial dynamics in adulthood
and identify whether there is a potential transgenerational
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effect, as has been reported in other animal models [20).
Overall, our data propose that hypercaloric nutritional pro-
graming leads to exacerbation of mitochondria fusion in
hypothalamus, which correlates, with metabolic comprom-
ise in offspring.

Finally, we tested the hypothesis whether inarease in
mitochondria fusion and ER-mitochondria contacts are
potential negative modulators of mitochondria metabolism.
It has reported that the onset of mitochondrial dysfunction
is secondary to ER stress and Ca®* release [59, 60]. We ini-
tially identified that HFD-C decreases expression of Hspa5
and HFD-C, HFD-HFD and CAF-CAF manipulation in-
creases Ip3rl expression, two ER calcium markers. We
found that palmitic acid stimulation to hypothalamic cells
leads to ER stress, which correlates with a decrease in both
mitochondrial membrane potential and mitochondrial mass
at 6 h. Of note, palmitic acid stimulation increases mito-
chondrial Ca** levels at earlier time-course such as 3 h after
treatment. This supports the hypothesis that lipotoxic
stimulation with palmitic acid promotes initial Ca®* release
from ER leaking to mitochondria matrix and tentatively
promote mitochondrial dysfunction. These results ako
agree with the increase of the expression of Ip3rl in mater-
nal hypercaloric diets, given its role on Ca™* flux from ER
to mitochondria [21, 59, 61].

Conclusions

Maternal programming by HFD, CAF or HSD inaease
insulin and leptin plasma levels, respectively, however, HFD
maternal programming exposure is potentially effective in
promoting hypothalamic mitochondrial fusion and ER stress
in the offspring. Positive mitochondria fusion is replicated in
male offspring programmed by HFD, CAF and HSD and ex-
posure to HFD, CAF and HSD after weaning, which correl-
ate with failure in glucose, leptin and insulin sensitivity and
fat accumulation for the HFD and CAF nutrient exposure.
We suggest that lipotoxic insults rdated to lipid overload
might lead to mitochondrial dysfundtion linked to caldum
overload by the ER-mitochondria crosstalk.
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