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Investigar es ver lo que todo el mundo ha visto y pensar lo que nadie mds

ha pensado.

Research is to see what everybody else has seen and to think what nobody

else has thought.

Albert Szent-Gyorgi






La frase mds excitante que se puede decir en ciencia, la que anuncia

nuevos descubrimientos, no es “jEureka!” sino “Es extrafo...”

The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds new

discoveries, is not “Eureka!” but “That’s funny...”

Isaac Asimov






A mi familia






He aqui la parte mas personal, menos cientifica y a la vez, curiosamente, la mas leida
de cualquier tesis doctoral. Antes de nada, para mi un agradecimiento es un
sentimiento y como tal, me veo impotente a la hora de intentar plasmarlo en palabras,
ya que lo considero mas un gesto cotidiano y una forma de ser que un documento
escrito. A todos los que agradezco estos afios, independiente de estas lineas, lo saben.

Y eso basta.

Lo mas importante es la familia. El pasado, el presente y los planes futuros que
conforman a una persona. Asi, agradezco a mi padre José Juan y a mi madre Lourdes
todo lo que me han ensefiado y me han dado durante toda mi vida. Ya que, al final,
somos como nos han ensefiado a ser nuestros padres. Con ellos he compartido estos
aflos y, aunque mi padre no haya podido ver como he iniciado esta carrera
investigadora, espero que estuviera orgulloso de cémo lo he hecho. Cuando decidi
dedicarme a la investigacion, él no lo veia muy claro (obviamente una farmacia es un
negocio mas lucrativo y comodo), asi que una vez tomado este camino decidi que tenia

gue ser el mejor, o bueno, lo mejor que pudiera. Y asi lo intento cada dia.

A mi hermana, Irene, que como tal es mi nexo con el pasado y quien me acompafie en

el futuro. Mi confidente.

A los abuelos, aunque no sepan muy bien qué hago con mis ratitas o si esto de la tesis
es un trabajo o no. Han sido una buena piedra de toque, ya que, segun Einstein “no
entiendes realmente algo a menos que seas capaz de explicarselo a tu abuela”, por lo

gue podria concluir que no he entendido muchas cosas, aunque si alguna.

A mi pequefia Marie Curie particular. Quien supongo, tras tres anos, terminara
formando parte en algin momento del apartado familia. ¢Quién lo diria cuando nos
conocimos en el animalario recogiendo heces de rata? Pero ya ves, la frustracion de la
investigacion infructuosa nos unié tomando cafias tras dias de fracasos continuos en el
laboratorio. La pija y el hippie; magnetismo de polos opuestos. iY mas de tres afos

desde entonces aguantandome!



Tres directores de tesis. Si, a veces puede ser complicado tener un jefe. Cuando son
dos, saber combinar sus opiniones y deberes suele complicarse. Pero tres... puro
encaje de bolillos. Al final, con el tiempo, es cuestidon de saber extraer de cada uno de
ellos lo mejor para la formacién propia. El problema es que nunca puede llover a gusto
de todos y cuatro cabezas (me incluyo, ya que como mi tesis, tengo bastante voto en

todo lo que se decide) son muy complicadas de poner de acuerdo en todo momento.

Alfredo, gracias por acogerme en el departamento desde antes incluso de terminar la
carrera, en mi bypass hacia el master, durante éste y después, en la tesis. No sé que
viste en mi en el primer momento pero siempre me has apoyado. Por estar ahi tanto
tiempo y por la confianza que has puesto en mi. Me has dedicado todo el tiempo que
has podido, y de calidad, y has apostado por mi en becas, proyectos, futuro... Espero
haberte devuelto parcialmente durante estos afios la inversion realizada en forma de

trabajo, ya que es lo Unico que puedo ofrecer.

Gracias Javier. Me has ensefado a tener una vision cientifica critica, a comprender lo
gue buscaba en cada momento y a utilizar las herramientas adecuadas para hacerlo.
Claro, que hay que admitir que también me has ayudado a potenciar mi faceta de
laboratorio mas neurdtica. Vale, ya era manidtico de base. Espero haber estado a la
altura en cada momento y que te sientas orgulloso como mentor (sé que odias esta

palabra) de la existencia de un nuevo doctor.

Gracias Fermin. También a ti te he intentado robar/aprender todo lo que he podido;
templanza, practicidad y saber qué es necesario hacer en cada momento. Gracias por
estar ahi y por tu eficiencia siempre que he necesitado tu ayuda. Intentaré aplicarlo en

mi futura carrera investigadora.

Por tanto, gracias a mis tres jefes. He intentado aprovechar y aprender de cada uno
vuestras mejores cualidades. Hacer un céctel de todo lo positivo y aplicdrmelo en el
presente pensando como podré administrarlo en el futuro. Y lo mas importante, he
sobrevivido a tres jefes y conservo parte de mi cordura, aunque sélo parte. Bueno,

tampoco era demasiada si decidi dedicarme a investigar.



Todos necesitamos ejemplos. Existen los idolos de masas, futbolistas, actores,
modelos... Pero luego estan los anénimos, aquéllos a los que te gustaria imitar en tu
trabajo y llegar a tener sus cualidades después de unos cuantos afios de esfuerzo. A

estos ejemplos me gustaria dar sinceramente las gracias.

El primero de ellos fue Estibaliz Goyenechea, que conoci durante mi primer afo
coincidiendo con el final de su estancia en la Universidad. Trabajé cerca de ella; una
persona alegre, inteligente, aplicada, trabajadora... Desde mi punto de vista, muy
buena cientifica. Pero se fue. Me dio pena pero sirvié para darme cuenta de que en el
laboratorio, como PIFs, estamos todos de paso. Da igual cudn bueno seas; conseguiras
tu titulo de doctor, si tienes suerte podras estar ahi con un contrato por un afio

mientras encuentras una beca post-doc y luego volaras. Asi es.

A Diego le conoci durante mi quinto ano de carrera, como alumno interno. Pero en
aquel momento mi perspectiva no me permitia valorar cdmo trabajaba o si era un
ejemplo. Luego, con mi incorporacion permanente al departamento vi que era
ejemplo. Una persona inteligente y muy madura, e independiente. De hecho creo que
muchos post-docs probablemente estén mas verdes que él como doctorando. Si algln

PIF tenia una duda, un problema, acudia a él.

Y mi tercer PIF ejemplo de trabajo es Helen. Creo que ambos compartimos la misma
atraccidon enfermiza hacia la investigacion. La misma obsesion por el trabajo, trabajo
bien hecho y perfeccionista. Su orden en el trabajo, su ansia de saber... siempre he
intentado dirigirme hacia ella. Y ademads, he compartido muchos momentos buenos
con ella y con su marido, Pablo, fuera del trabajo; feixoadas, comidas, fiestas... Unos
enormes amigos brasilefios que espero les vaya bien en el futuro y con quien poder
colaborar laboralmente durante muchos afios. Siempre he ansiado que nuestra
relacion fuera como la de Alfredo y Josefina, que después de haber trabajado juntos

han seguido en contacto y colaborando durante décadas.

La poblacién del laboratorio es itinerante. Parece que sélo las técnicos son impasibles
al paso del tiempo. Que siempre han estado y continuaran ahi cuando todos volemos
de la seguridad del laboratorio. Verdnica, siempre dispuesta a echar una mano con una

sonrisa. Ana Lorente, una de las personas mas eficientes que he conocido y de la que



he aprendido todo lo que he podido, aunque me queden muchos afos para estar a su
altura en un laboratorio. Y en el piso de abajo, Asun, dejando un reguero alegria por
donde pasa. ¢Maria? ¢Te meto aqui? Venga si. A Maria, la Zabala, con quien espero
seguir teniendo una relacién estrecha en el futuro y estar siempre en contacto. Con
ella y con “su David”, que creo que son esa pareja de amigos con los que siempre
irlamos de vacaciones o a cualquier plan. Amigos sinceros, de verdad, y navarros para

toda la vida.

Sigamos en el laboratorio. Gracias a la Pili, Valdecantos, por todas las conversaciones
cientificas compartidas, debates con distintos puntos de vista y por dejarme sacar
faltas a tus figuras y a tus trabajos. Fuera del laboratorio gracias también por tu
espiritu alegre contagioso, tu vitalidad y por dejar abajo los estereotipos que afirman
que dos personas tan distintas como tu y yo no podriamos ser buenos y sinceros

amigos.

Gracias también a nuestra vecina de laboratorio, Teresa. Gracias primero por tu apoyo
en el laboratorio, del que quizd hemos abusado un poco como enlace de Bioquimica. Y
gracias también por habernos hecho participes la formacién de tu nueva familia, con

Tony y vuestro pequeno Alvarito. Os deseo lo mejor a los tres.

Muchas personas relacionadas con el laboratorio han pasado por mi vida a lo largo de
estos anos dejando una pequefia muesca en mi forma de ver la vida y afrontarla.
Pedro, hemos convivido juntos mas de tres afios y hemos pasado muchos buenos y
malos momentos. Hemos reido, festejado, despotricado y lamentado juntos y guardo
en una pequena bolsita todos los buenos recuerdos e historias que hemos vivido
juntos. Noemi, ha sido un placer conocerte y pasar tiempo contigo; me encanta la
calma y buenas vibraciones que transmites. Carmen, maravillosa; eres un espiritu libre,
puro, sin ninguna maldad. Eres una de las personas mas sinceras que he conocido y
con un fondo mucho mayor de lo que la mayor parte de la gente cree. Ellos se lo
pierden. Rocio, me llegaste de mano de mi Ana con su master. Me alegro de que asi
fuera y que hayamos podido compartir tantos momentos llenos de historias que
recordar. Lorena, pequefia cabra loca. Me encanta y hace gracia tu hiperactividad y

espontaneidad. Espero que tengas mucha suerte y también que sigamos siempre en



contacto contigo y con tu enorme Santi, un abrazo muy fuerte para él. Carlos, o
Sancho, eres un pieza. No hay otro como tu (es un cumplido). Bien te dediques a la
ciencia, o bien a la politica espero tener noticias tuyas (buenas, eh? pdértate bien). Ari,
cosmopolita; Venezolana, Portuguesa, Espafola de adopciéon... No te dedicas a la
ciencia pero esta proyeccién internacional es todo un ejemplo que ahora, una vez
terminada la tesis, tendremos que aprender los demds. Espero ser en ese aspecto por
lo menos la mitad de valiente que tU. Jose, gracias por jugarte el tipo en el animalario
con tu alergia; momentos sufridos. Espero que ahora te vaya todo muy bien y que seas
muy feliz con Nerea. André, mi amigo brasilefio de la perpetua sonrisa. Me encanté
compartir tiempo contigo durante tu estancia. Da gusto rodearse de alguien tan
positivo, siempre dispuesto para alegrarte el dia. Espero te vaya todo muy bien por
Brasil con Polly. Pablo, mi compafiero canario, gracias por compartir todo este tiempo
trabajando codo con codo (literalmente). Mucha suerte en tu nueva etapa de

trotamundos; espero que coincidamos en un futuro cercano.

Podria explayarme. Podria continuar uno a uno, enumerando el granito de arena que
cada persona del trabajo ha aportado para conformar mi visién de la investigacion, del
trabajo o de la vida, en general. Pero agruparé aqui para no aburrir a los lectores y
dejarles ganas de continuar, por lo menos un poco, con lo que viene siendo la tesis en
si. Asi, quedo tranquilo sabiendo que la nueva hornada de doctorandos que entré en
2011/2012 (Miguel, Usune, Idoia y Sonia) va a continuar realizando una buena labor
de investigacién y a la vez humana. Y también a todos aquéllos compafieros con los
gue he coincidido durante estos afos y he compartido momentos en el laboratorio, en
ordenadores, en los cafés y en los descansos; gracias a Patri, Jonai, Ana Laura, Aurora,
Tara, Ceci, Marta, Adri, Laura, Itxi, Silvia, Ana Belén, Almudena, Santi, Isabel, Sonia,
Catia, Alex, Richar... Y seguro que me dejo gente, gente importante. Pero que aunque

se me olviden, les estoy agradecido.

Tras este repaso a los doctorandos, nucleo y masa social del departamento, recordaré
gue también necesitamos personas que dirijan el timén de nuestros barcos para
llevarlos a buen puerto. Y ahi entran los jefes (obvio a mi trio de ases particular).
Pedro, GonMun, el psicélogo de medio departamento. ¢Por qué todo el mundo va a

contarte sus problemas? ¢Volviste de tu post-doc en Liverpool contratado como



psicélogo? Aunque a veces me parezca que si, no. Pero muchas gracias por ejercerlo
con la gente que me importa y por crear un buen ambiente dentro de las
preocupaciones y obligaciones del mundo de los PIFs del laboratorio. Estaremos en
contacto, lo sabes. Y volveré algun dia a llamar a tu puerta, aunque sélo sea de visita.
Un abrazo y gracias. Gracias Jaione por haber estado ahi durante todo este ultimo ano
organizando todas las practicas y asi quitandome un peso de encima, ademds de por
los buenos momentos que creas, cuando toca, con tu forma de ser. Gracias Maria Luisa
por aportar alegria en el laboratorio y estar siempre dispuesta a aclararme dudas o
comentar alguna curiosidad cientifica. Gracias Marian por preocuparte de que todo
esté correcto y por preocuparte por los PIFs del laboratorio como una madre. Gracias
Angel por preguntar. Y te lo digo de verdad; me gusta el pequefio estrés de tenerte
como publico y saber que vas a preguntar y ponerme en algin pequeio aprieto. Yo no
estoy aqui para que me den cera. Prefiero que seas duro estando en familia, ya que
luego asi es la vida real en una tesis, congreso, exposicion... Gracias Maria Jesus por
toda esa labor de vicedecanato que puede no parecer muy agradecida (aunque nunca
te quita la sonrisa) pero que nos hace a todos los PIFs la vida mas facil. Gracias Diana
por esa sonrisa, interés, pregunta que siempre me haces al cruzarnos en la calle o por
el pasillo, creo que los dos liados, con prisas, mil cosas por hacer pero con una sonrisa.
Gracias Ana por ese trato tan agradable que hemos tenido estos afios. Espero que la
nueva etapa que se abre ante ti con la jubilacion esté llena de alegrias y momentos
viendo crecer a toda la familia. Gracias también a Pilar, por las continuas muestras de
animo e interés tanto por mi como por todos los nifios que estamos en este
laboratorio. Gracias Adela por ser siempre tan cercana y por facilitar una conversacion,
unos buenos dias, una sonrisa... Y perdona por los portazos en el animalario junto a tu
despacho, por el que he pasado infinidad de veces debido a esta ubicacion estratégica.
Muchas gracias también al resto de profesorado e investigadores del departamento
gue contribuyen a hacer del CAFT un buen lugar en el que aprender y formarse en

todos los aspectos.

Por otra parte, existen muchas personas alrededor de este pequefio mundo de ciencia

gue son engranajes necesarios para su funcionamiento. Asi, desde la secretaria del



departamento Paula y Beatriz siempre se han preocupado de tenernos informados y
actualizados sobre noticias del departamento y actividades, ademds de cualquier
trabajo engorroso administrativo y tramites que se escapan de nuestro conocimiento.
Y lo mds importante, siempre parando lo que estén haciendo para atenderte y con una
sonrisa. Y un paso mas alld, hacia el Hexagono (formalmente Edificio de Ciencias),
también me gustaria agradecer a la secretaria y gerencia de la Facultad de Farmacia
por su eficiente labor que también contruye a facilitarnos la vida y por su trato tan

cercano, paciente y agradable (gracias a Reyes, Gonzalo y Teresa).

Otros servicios necesarios de los que he dependido y agradezco su efectividad han sido
los distintos bedeles que han pasado por nuestro edificio (nunca he tenido ningun
problema; si tratas bien a la gente, la gente te trata bien a ti) y el personal de limpieza
(perddn por pisar suelos fregados en horarios poco habituales). Ademds, me gustaria
agradecer profundamente, de verdad, al servicio de animalario de CIFA, sobre todo a
Juan y Eneko, con los que mds he trabajado. Casi destrozo la infraestructura del
animalario (hasta 700 ratas al mismo tiempo) y ademas en verano, pero siempre
habéis eficientes y me habéis ayudado a poder sacar adelante todos mi proyectos en el

animalario. Sin vosotros habria sido imposible.

Me gustaria también agradecer a Esteban Ballestar por su acogida en el ICO (Instituto
Cataldn de Oncologia) en 2009 que me permitié tener una experiencia en los mejores
laboratorios de epigenética de Espafia, en los que pude aprender nuevas técnicas para
aplicar después en Pamplona y compartir buenos momentos con todo su equipo

(Biola, Javi, Henar, Lorenzo...).

Miguel, muchas gracias por acogerme en tu laboratorio de Cambridge. Ha sido una
estancia maravillosa en la que he aprendido mucho de todos los integrantes de tu
equipo e intentado trabajar para estar a la altura. Gracias por haberme recibido con los
brazos abiertos, a mi, un doctorando que habia conocido en un congreso y sin ningun

vinculo con su grupo o universidad. Eres una persona honesta, agradable y que te



gusta la ciencia. Muchas gracias por dejarme las puertas abiertas para el futuro;
estamos en contacto. Y gracias por darme la oportunidad de poder trabajar con Yoichi,
lonel, Constanze, Diogo, Wendy... de todos ellos he intentado aprender algo, tanto en

el laboratorio como fuera de él.

Miguel, thank you very much for accepting me in your laboratory in Cambridge. It has
been a great stage in which | learned from all your research team and | tried to work
the best | could to rise to the challenge. | am much obliged for the way you received
me, with open arms, when | was only an unknown PhD student briefly met in a
congress. | am also very grateful for keeping the doors of your lab open for me, for the
future. | also appreciate having met Yoichi, lonel, Diogo, Wendy, Constanze, Ilona,
Rachel, Jumoye.... | tried to learn something from all of them; at the lab and out of the

lab.

Muchas gracias a todos mis amigos de Bilbao. No, no enumeraremos. En general a
todos los Grdébulos, a las Toreras y a tod@s |@s consortes. Siempre habéis estado ahi.
Llevamos mas de la mitad de nuestras vidas todos juntos y, aunque nuestras vidas han
cambiado y ha habido cierta didspora, siempre, cada fin de semana (que yo entre

semana no puedo) ahi estamos.

Por ultimo, he dejado para final a unas personas andnimas sin las que ni mi tesis, ni
muchas otras podrian haberse llevado a cabo. Son la a Asociaciéon de Amigos de la
Universidad. Es curioso, no conozco ninguna otra Universidad con unas becas a la
investigacion de donantes andnimos. Son gente que no tienen relaciéon directa
conmigo, no saben exactamente lo que hago o si, pero es demasiado abstracto para
ellos y ademas me pagan sin esperar nada a cambio. Este sistema de “apadrinamiento”
de PIFs no sdlo nos alimenta, viste y cobija, sino que ademas nos ensena un valor de
solidaridad o ayuda desinteresada. Tiene mérito. Mucho ademads en estos tiempos de
crisis. Y los becarios a los que estan ayudando a vivir lo agradecemos y creo que

pensamos que si en el futuro nos lo podemos permitir, también intentaremos ayudar



de esta manera. Muchas gracias. Estos anénimos favorecen que en estos tiempos de
crisis la Universidad de Navarra pueda seguir investigando de manera exitosa. Y es a
esta institucién, nuestra Universidad, a la que también quiero agradecer haberme
formado como profesional (casi once afios entre carrera, master y tesis!) y como

persona.






Abreviaturas

18S
Acaca
Acpl
ADN
Agpat3
ALT
Ampk
ANOVA
ARN
ARNmM
AST
Btc
Cbs
Ccl2
CD36
Cgs

CIFA

Cox2
Cxcl2
Dat
Dnmt

DOHaD

Esrl
Fabp

Fasn

Fatl

Fbxo21

18S rRNA

Acetil-CoA carboxilasa

Fosfatasa acida 1

Acido desoxiribonucléico

1-acilglicerol 3-fosfato O-aciltransferasa
Alanino aminotransferasa

Quinasa activada por AMP

Andlisis de la Varianza

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
Aspartato aminotransferasa
Betacelulina

Cistationina beta sintasa

Proteina quimioatrayente de monocitos 2
Cluster de diferenciacién 36
Cistationina gamma sintasa

Centro de invetigacidon Farmacodgica
Aplicada

Citocromo C oxidasa, subunidad 2
Ligando 2 de chemoquina (motivo C-X-C)
Neurotransportador de dopamina

ADN metiltransferasa

Desarrollo evolutivo de la salud y de la
enfermedad

Receptor de estrégenos 1
Proteina de unidn a acidos grasos

Acido graso sintasa

Homdgo del supresor FAT de tumor 1

Proteina 21 de caja F

18s rRNA

Acetyl-CoA carboxilase

Acid phosphatase 1
Desoxiribonucleic acid
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 3
Alanine aminotransferase
AMP-activated protein kinase
Analysis of variance
Ribonucleic acid

Messenger ribonucleic acid
Aspartate aminotransferase
Betacellulin

Cystathionine beta-synthase
Chemokine (C-C motif) ligand 2
Diferenciation cluster 36
Cystathionine gamma-synthase

Centre of applied Pharmacobiology

Cytochrome c oxidase subunit Il
Chemokine (C-X-C motif) ligand 2
Dopamine transporter

DNA methyltransferase

Developmental Origins of Health and Disease

Estrogen receptor 1
Fatty acid binding protein

Fatty acid synthase

FAT tumor suppressor homolog 1

F-box protein 21



Fto

Gapdh
Ghsr

Gr

Gsr
Hdac3
HDL

HF

HFS
HMG-CoA
HS

Igf

Igfbp3

IL-1b
IMC
Lepr
Lxra
Mcar
Mcpl
Mgll
Mif
Mme
Mor
Mstl
NAFLD
NASH
Nos2

Npy
NzZO

Asociado a masa grasa y obesidad

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

Receptor del secretagogo de hormona de
Crecimiento

Receptor de glucocorticoides

Glutation reductasa

Deacetilasa de histona 3

Lipoproteina de alta densidad

Rica en grasa

Rica en grasa y sacarosa

3-hidroxi 3-metil glutaril-CoA reductasa
Rica en azucares

Factor de crecimiento similar a la insulina

Proteina de unioén al factor de crecimiento
insulinico 3

Interleuquina 1 beta

indice de Masa Corporal

Receptor de leptina

Receptor X alfa hepatica

Receptor de la melanocortina 4
Proteina quimiotdctica monocitica
Monoacilglicerol lipasa

Factor de inhibicion de la migracién de
Macréfago

Metalo-endopeptidasa de membrana
Receptor opioide, mu 1

Estimulador de macrofagos 1

Higado graso no alcohdlico
Esteatohepatitis no alcohdlica

Oxido nitrico sintasa 2

Neuropéptido Y

Ratdn obeso de Nueva Zelanda

Fat mass and obesity associated

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Growth hormone secretagogue receptor

Glucocorticoid receptor

Glutathione reductase

Histone deacetylase 3

High density lipoprotein

High fat

High fat sucrose
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase
High sugar

Insulin-like growth factor

Insulin-like growth factor binding protein 3

Interleukin beta 1

Body Mass Index

Leptin receptor

Liver X receptor alpha

Melanocortin receptor 4

Monocyte chemoattractant protein 1
Monoacylglicerol lipase

Macrophage migration inhibitory factor

Membrane metallo-endopeptidase
Opioid receptor, mu 1
Macrophage stimulating 1
Non-alcoholic fatty liver disease
Non-alcoholic steatohepatitis
Nitric oxide synthase 2
Neuropeptide Y

New Zealand Obese mice



OLEFT
oMmcC

OoMS

PCR

Penck
Pomc

Ppar

PUFA
Rxra
Scd

SEEDO

SFA

Srebf

TG
Tnfa
VLDL

WAT

Rata obesa Otsuka Long-Evans Tokushima
Ciclo metabolic de un carbono

Organizacién Mundial de la Salud
Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Fosfoenol piruvato carboxilasa
Proopiomelanocortina

Receptor activador de la proliferacion de
Peroxisomas

Acidos grasos poli insaturados
Receptor X retinoide alfa
Esteaoril CoA desaturasa

Sociedad Espafiola para el Estudio de la
Obesidad

Acidos grasos saturados

Unidn de elementos de respuesta a
Esteroles

Triglicéridos
Factor de necrosis tumoral alfa
Lipoproteina de muy baja densidad

Tejido adiposo blanco

Otsuka Long-Evans Tokushima fatty rat
One carbon metabolic cycle

World Health Organization

Polymerase Chain Reaction

Phosphoenolpyruvate carboxykinase
Proopiomelanocortin

Peroxisome proliferator-activated receptor

Poli unsaturated fatty acids
Retinoid X receptor alpha
Stearoyl-CoA desaturase

Spanish Society to Study of Obesity

Saturated fatty acids
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Introduccion

1. Obesidad

1.1. Definicion y prevalencia

La obesidad se define como una enfermedad crdnica multifactorial caracterizada por
un aumento de peso en forma de masa grasa. El excesivo depdsito de tejido adiposo se
origina por un balance energético positivo entre la ingesta energética y el gasto
calérico mantenido en el tiempo [Marti 2008, Martinez 2008]. Estos factores estan
influenciados tanto por caracteristicas genéticas como por el estilo de vida [McAllister

2009].

Evolutivamente, para la adaptacion de la especie humana al medio, este acumulo del
exceso energético en forma de masa grasa presentaba una posibilidad de
supervivencia ante épocas de hambruna. Asi, durante miles de afios, la adaptacion del
ser humano propicié una optimizacidon de los nutrientes para ser aprovechados ante
épocas de hambruna [Hales 2001, Vaag 2012]. En este sentido, la amplia disponibilidad
de alimentos, asi como la gran palatabilidad de aquéllos mas caldéricos y menos
adecuados para una alimentacidn saludable [Garber 2011], ha superado la capacidad
de adaptacion del ser humano ante este nuevo ambiente, y el inicialmente positivo
incremento de las reservas energéticas se ha transformado en una grave enfermedad
pandémica con repercusién tanto directa como indirecta, por medio de sus
comorbilidades asociadas (diabetes, hipertensién, dislipemias), en todo el mundo
[Haslam 2005]. Ademds, en lo relativo al gasto energético, cambios en el estilo de vida
actual han propiciado una reduccién de la actividad fisica tanto en el trabajo como en
el tiempo libre, con especial relevancia en la poblacion infantil [Hills 2011, Steeves

2011].

El criterio internacional mas aceptado para definir la obesidad es el indice de Masa
Corporal (IMC) por la sencillez en su aplicacion y su fécil reproducibilidad, que
relaciona el peso de un individuo expresado en kilogramos con su altura, expresada en
metros y elevada al cuadrado, clasificando el estado nutricional en distintos grados

[Rubio 2007](tabla 1). Este indice es el empleado por la mayor parte de las sociedades
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médicas y organizaciones de salud internacionales, pero tiene el inconveniente de no
permitir diferenciar los compartimentos del organismo [Rubio 2007]. Asi, por ejemplo,
un deportista de élite muy musculado podria ser catalogado como obeso por su alto
peso de masa muscular y, una persona de constitucién fina pero con un gran acimulo
graso abdominal podria ser catalogada como normopeso. Las clasificaciones de este
indice tampoco resultan validas para nifios, cuyos valores se comparan con los
normales para esa edad, ni para embarazadas o ancianos. Asi, ademas de conocer las
limitaciones que existen con el indice IMC, otro tipo de indices y determinaciones
pueden ser empleados para determinar un diagndstico de obesidad, asi como de
riesgo cardiovascular [Barreira 2012]; la circunferencia de la cintura puede aproximar
si existe un exceso de grasa intra-abdominal, la toma de pliegues cutaneos es un
indicador de masa grasa corporal asi como la bioimpedancia eléctrica, que determina

la cantidad de masa grasa corporal basandose en la conductancia eléctrica del agua.

Tabla 1. Clasificacion del IMC segun Salas-Salvado y col. (SEEDO, 2007)

Categoria Valores de IMC (Kg/mz)

Peso Insuficiente <18,5
Normopeso 18,5- 19,5
Sobrepeso

Grado | 25,0- 26,9

Grado Il (preobesidad) 27,0- 29,9
Obesidad

Tipo | 30,0- 34,9

Tipo Il 35,0- 39,9

Tipo Il (mdrbida) 40,0- 44,9

Tipo IV (extrema) >50

Algunas estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud [WHO 2011] cifran en
500 millones las personas que padecian obesidad en 2008 en todo el mundo (figura 1).
Ademas, la velocidad a la que incrementan las tasas de prevalencia de esta
enfermedad resulta alarmante, dado que se ha duplicado desde 1980 hasta 2008 (del 5
al 10% en hombres y del 8 al 14% en mujeres) y se calcula que en 2015 las personas

con obesidad alcanzaran los millones, lo que supondria un incremento de 6 en
besidad al los 700 mill ,loq pond to del 40%
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la prevalencia de esta enfermedad en 7 aifios [WHO 2010]. En Espaiia, datos de la OMS
cifraron la prevalencia de obesidad en 2008 en el 27%, mientras que la tasa de
sobrepeso alcanzé valores muy superiores, con un 62% [WHO 2011]. Datos del
informe-consenso de la FESNAD y la SEEDO de 2011 [Gargallo 2011] corroboran esta
elevada tasa de obesidad en poblacién adulta espafiola, de en torno al 25%, siendo
una de las mas elevadas de Europa y encontrandose incrementada en los ultimos 10
afios respecto a los niveles de prevalencia del 15,5% del informe DORICA de poblacion
espafiola [Aranceta 2007]. Por otra parte, resulta también alarmante la tasa de
obesidad infantil, cifrada por la IASO (Asociacién Internacional para el Estudio de la
Obesidad) en 50 millones de nifios obesos en edad escolar en todo el mundo. Estos
datos resultan preocupantes teniendo en cuenta que se trata de una enfermedad
cronica que disminuye tanto la esperanza como la calidad de vida de los nifos con

obesidad [Franks 2010].

% obesidad (IMC230)

=500
40.0 - 50.0
30,0 - 400
2000 - 200
1000 - 20.0
50 - 100
00 - 50

sin datos

Figura 1. Tasa de obesidad por paises segin el IMC. Organizacién Mundial de la Salud (OMS 2011).

Ademas de la importancia fisiopatolégica de la obesidad, respecto a su vertiente socio-
econdmica, estudios realizados a finales de los 90 intentaron relacionar los gastos del
sistema de salud originados por la inactividad fisica, sobrepeso y obesidad. Asi, en
Inglaterra [England 2001] se concluyé en un estudio de 2001 que anualmente la
obesidad es causa de 30.000 muertes, 18 millones de dias de baja laboral, siendo

ademas la causa de una disminucién de nueve afios en la esperanza de vida. Estudios
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previos en Estados Unidos [Colditz 1999], estimaban que el 7% del gasto sanitario era
invertido en esta enfermedad, y en 2005, la Unién Europea estimé un gasto anual
relacionado con la obesidad de 33.000 millones de euros [Fry 2005]. Otro estudio
realizado en 2005 en Estados Unidos estimd, incluyendo las comorbilidades asociadas,
[Anderson 2005] que el gasto asociado a la inactividad fisica, sobrepeso y obesidad

rondaba el 27% de la carga econdmica del sistema sanitario.

Estos datos sobre una enfermedad crdnica, como es la obesidad, con multiples
comorbilidades asociadas y con un importante descenso de la calidad y esperanza de
vida permiten afirmar que la obesidad se ha convertido en la epidemia del siglo XXI

[Popkin 2012].

1.2 Etiologia de la obesidad

La obesidad es una enfermedad metabdlica resultante de la interaccidn entre factores
relacionados con el estilo de vida, factores neuroendocrinos, factores genéticos y
factores epigenéticos [Campion 2010, Marti 2008, Wareham 2008]. Estos elementos
afectan al balance energético superando la ingesta caldrica al gasto metabdlico y

acumulando de esta forma el excedente como tejido adiposo (figura 2).
Factores relacionados con el estilo de vida

La nutricion es un aspecto crucial en el desarrollo de obesidad [Aller 2011, Fruhbeck
1997]. Los principales cambios en la distribucién de nutrientes del modelo dietético de
los paises desarrollados se han caracterizado por un incremento en el consumo de
grasas y azUcares simples en detrimento de los hidratos de carbono complejos y de la
fibra alimentaria [Law 2007], incrementando la densidad energética de los alimentos.
Por otra parte, también resulta importante la cantidad ingerida, que debe ser
proporcional a la actividad fisica de cada individuo, y puede tener un importante

efecto sobre el metabolismo y la regulacion del apetito [Wadden 2012].
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Figura 2. Origen y consecuencias de la obesidad

También habitos de vida sedentarios como el incremento de inactividad en la sociedad
occidental [Steeves 2011], el consumo excesivo de alcohol [Lourenco 2011] o efectos
asociados a la administracion de determinados medicamentos [Tadger 2008] pueden

afectar al aumento del peso corporal y la manifestaciéon de obesidad.

La alimentacidén, asi como la mayor parte de los factores relacionados con el estilo de
vida, son los elementos aparentemente mas facilmente abordables en el inicio del
tratamiento contra la obesidad a nivel de la poblacién [Dubnov-Raz 2011, Martinez

2000, Villagran Perez 2010].
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Factores neuroendocrinos

Las alteraciones endocrinas son frecuentes en cuadros de obesidad [Bjorntorp 1997,
Cioffi 2010]. La hiperinsulinemia es el desequilibrio asociado mas comun, favoreciendo
la acumulacion de lipidos en el organismo. También participan otras hormonas
mediante la regulacion de la movilizacion de estos lipidos como la hormona de

crecimiento, hormonas tiroideas u hormonas esteroideas.

La principal hormona asociada a la regulaciéon del peso corporal y obesidad es la
leptina [Zhang 1994], fundamentalmente secretada por los adipocitos e involucrada en
la regulacién del apetito [Marti 1999, Oswal 2010]. Pese a que inicialmente se
consideraba que los adipocitos eran células cuya Unica mision era la acumulacién
energia en forma de lipidos, su caracterizacion como importante érgano secretor ha
cobrado relevancia los ultimos afos. Asi este tejido produce sustancias implicadas en
la regulacion del peso corporal (leptina y adiponectina), en procesos inflamatorios o de
respuesta del sistema inmune (factor de necrosis tumoral alfa, interleuquina 1,
interleuquina 6), en funciones vasculares (angiotensina e inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo 1), en el desarrollo de la resistencia insulinica (resistina) y en la

funcién reproductora (estrégenos) [Moreno 2002].

Factores genéticos

Entre el 40 y el 70% de la variabilidad del peso corporal se ha atribuido a la herencia
genética [Walley 2006], habiéndose descrito mas de 600 regiones cromosdmicas que
pueden afectar a la regulacién del peso corporal [Rankinen 2006]. Entre ellas, unos 20-
30 genes han sido implicados de forma directa en la homeostasis energética, aunque
este nUmero esta en aumento debido a la mejora de técnicas gendmicas como los
estudios de asociacién de genoma completo o GWAS (Genome Wide Association
Studies) [Lindgren 2009]. Estos estudios se basan en la relacién de polimorfismos en
determinados genes que pueden alterar la susceptibilidad al desarrollo de obesidad
afectando la metabolizacion de los distintos nutrientes asi como a la respuesta a la
dieta, lo que es estudiado por la nutrigenética [Larsen 2012, Razquin 2011]. Asi, el

polimorfismo rs9939609 del gen de la proteina asociada a masa grasa y obesidad (FTO)
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estd asociado al apetito y la saciedad postpandrial [den Hoed 2009], el rs2151916 del
gen transportador de acidos grasos CD36 se asocia a los niveles plasmdaticos de HDL
colesterol [Goyenechea 2008]. El rs17300539 del gen adiponectina se asocia a la
respuesta a una dieta hipocalérica [Goyenechea 2009] y variaciones en el gen del
receptor de la melanocortina 4 (MC4R) alteran la susceptibilidad al desarrollo de
obesidad [Ochoa 2007], entre otros ejemplos. Por otra parte, la ingesta de nutrientes
también puede condicionar el perfil de expresién génica del organismo, campo que

estudia la nutrigendmica [Bouchard 2012].
Factores epigenéticos

En este contexto, recientemente ha emergido la epigenética como una nueva
herramienta en el estudio de los mecanismos implicados en el desarrollo de obesidad
[Campion 2009, Milagro 2012]. Esta nueva area de la ciencia se centra en el papel de
las modificaciones covalentes sobre el ADN y las histonas, que sin variar la disposicién

de los nucledtidos, afectan a la expresidn de los genes [Junien 2007]. Asi, una misma

Habitos de vida
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Figura 3. Principales modificaciones epigenéticas (modificada de Cordero P 2010y Yoo 2006).
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secuencia de nucledtidos en dos individuos puede expresarse o no dependiendo de
marcas epigenéticas especificas [Fraga 2005]. De esta forma, la epigenética contribuye
a explicar parte de lo que no ha sido aclarado por el Proyecto Genoma Humano y que

pretende ser explicado por el Proyecto Epigenoma Humano [Jones 2005].

Las principales modificaciones de control epigenético son la metilacion de la cadena de
ADN y los cambios en las colas terminales de las histonas, principalmente metilaciones
y acetilaciones [Campion 2010, Dolinoy 2008](figura 3). Estas marcas epigenéticas no
son permanentes a lo largo del tiempo. Asi, diversos factores como la nutricién
[Cordero 2010, Thaler 2009], el estrés oxidativo [Franco 2008], la hipoxia [Shahrzad
2007], la inflamacién [Stenvinkel 2007] o la edad [Jiang 2008], entre otros, afectan a
las modificaciones en el epigenoma, contribuyendo a su plasticidad a lo largo de la
vida. Por otra parte, la susceptibilidad a cambios en el epigenoma varia en las distintas
etapas del ciclo vital, ya que existen ventanas epigenéticas en las que la predisposicion
a los cambios es especificamente influenciable (figura 4). Asi, durante el embarazo se

produce un borrado de las marcas epigenéticas y una posterior reestructuraciéon en el
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Figura 4. Periodos de la vida en los que tienen lugar cambios epigenéticos y principales factores
ambientales que influyen en ellos (modificado de Campion J 2009).
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codigo de metilacién del ADN [Morgan 2005, Nafee 2008]. Otras etapas susceptibles a
cambios son la lactancia [Waterland 2003], la pubertad [Burdge 2009] y determinados

estadios de la diferenciacidn celular de los distintos tejidos [Weber 2005].

Estudios en roedores han descrito alteraciones del patron de metilacién del tejido
adiposo inducidos por la ingesta de una dieta hipercaldrica en genes vinculados con
obesidad como la leptina [Milagro 2009] o la 4cido graso sintasa [Lomba 2010]. En
humanos, se ha observado una relacidn entre los habitos nutricionales y el patrén de
metilacion de genes relacionados con la regulacion del peso corporal [Thaler 2009].
Ademas, recientes estudio han concluido que el perfil epigenético puede emplearse
como una herramienta predictora de la respuesta a dietas para la périda de peso
[Campion 2009, Cordero 2011, Milagro 2011], lo cual podria facilitar el establecimiento

de tratamientos dietéticos personalizados.

Ademas de los factores aqui descritos, existen otros determinantes que pueden
relacionarse con la presencia de obesidad como, por ejemplo, el efecto de algunos
microorganismos, el incremento de la edad de las madres, situaciones de déficit de
suefo, la temperatura ambiental, el consumo de algunos farmacos o factores de

origen psicosocial, entre otros [McAllister 2009].

1.3 Modelos animales de obesidad

1.3.1 Caracteristicas de los modelos animales de obesidad

Aunque el parametro IMC adaptado puede también emplearse en modelos animales
de roedores [Sahin 2011], su uso es minoritario y son otras las variables empleadas
para la caracterizacidn de la obesidad animal. Las principales medidas que definen a un
animal como obeso son el exceso de peso y la cantidad de tejido adiposo [Hariri 2010,
Speakman 2007]. La masa grasa puede cuantificarse durante la vida del animal
mediante técnicas de resonancia magnética [Nixon 2010], aunque, debido al elevado

coste de los equipos empleados para este fin, suelen ser cuantificados mediante la
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extraccién de los distintos depdsitos grasos una vez sacrificado el animal; grasa
subcutdnea, grasa mesentérica, grasa perigonadal (periovdrica o epiridimal para
hembras o machos, respectivamente) y grasa retroperitoneal [DiGirolamo 1998]. Estos
acumulos suelen estar aumentados en modelos de obesidad, asi como la cantidad de
grasa infiltrada en los érganos abdominales, destacando la importancia fisiopatolégica

de que esta infiltracidén se produzca en el higado [Tordjman 2008].

Las variaciones bioquimicas plasmaticas vinculadas a obesidad en modelos animales se
caracterizan, sobre todo por alteraciones en la homeostasis glucidica y lipidica [Boque
2009, [Hariri 2010, Speakman 2007]. Asi, los animales obesos incrementan sus niveles
de insulina plasmatica con una subsecuente resistencia insulinica que conlleva un
incremento de la glucemia basal [Gomez-Ruiz 2011]. Respecto al perfil lipidico, se
produce habitualmente un incremento de los valores de triglicéridos, acidos grasos
libres, colesterol total y LDL colesterol ademads de un descenso en los valores de HDL
colesterol. Por otra parte, estas variables pueden alterarse si los animales se
encuentran en ayunas produciendo, por ejemplo, elevacién de acidos grasos libres en
ratas alimentadas con una dieta control o disminucion de triglicéridos plasmaticos en
ratas obesas cuando estan en ayunas [Palou 2010]. Debido a la complejidad de este
metabolismo en animales de experimentacién, las variables somatométricas suelen
definir el modelo de obesidad de una forma mas clara que las bioquimicas [Boque

2009, Lomba 2009].

1.3.2 Tipos de modelos animales de obesidad

El estudio de la obesidad requiere del desarrollo de modelos animales en los que
reproducir las caracteristicas de esta enfermedad [Panchal 2011, [Speakman 2007,
2008, Warden 2010]. Las principales ventajas del uso de animales de experimentacién
son el control de posibles factores de confusion ambientales, la homogeneidad de las
poblaciones, la reduccion temporal de los sistemas experimentales o los posibles
dilemas éticos de algunos experimentos, entre otros [Baumans 2004, Speakman 2008,

Thibault 2004]. Asi, los modelos animales empleados en obesidad pueden clasificarse

10
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como modelos genéticos y modelos inducidos por la dieta [Arias-Diaz 2007, Hariri

2010, Panchal 2011, Speakman 2007, West 1992].

1.3.2.1 Modelos animales de obesidad genética

El estudio de la obesidad dispone de una serie de modelos experimentales en los que

se ha producido alguna alteracidn genética. Estos defectos genéticos pueden afectar a

un unico gen o pueden tener un origen poligénico. El origen monogénico de los

modelos permite estudiar la implicacién directa de alteraciones de ese gen, mientras

gue un modelo poligénico resulta muy util para el estudio de la interaccién de varios

factores en la produccidon de obesidad [Martinez 1997]. Algunos ejemplos de estos

modelos son:

v

Ratdn obeso de Nueva Zelanda (NZO): cepa de ratones de Nueva Zelanda con
obesidad poligénica caracterizada por un incremento temprano de adiposidad

gue promueve una posterior resistencia insulinica.

Ratén KK: modelo murino con obesidad y diabetes de tipo 2 de origen

poligénico pero reversibles mediante la restriccion de la ingesta dietética.

Raton db/db: raton diabético debido a una mutacidén puntual en el gen del
receptor de la leptina que origina un fallo en la sefalizacién de dicha
adipoquina, lo que conlleva un incremento de peso, hiperinsulinemia vy

trigliceridemia, entre otras complicaciones.

Raton ob/ob: ratdon obeso cuyo genotipo estd caracterizado por una mutacion
en el gen de la leptina, que conduce a un fenotipo obeso aungque con menores

complicaciones asociadas que los ratones db/db.

Ratén Agouti: ratones con el trasposdn agouti incluido en su genoma, cuyo
nivel de expresién es proporcional a la coloracién amarillenta de su pelaje
debido a la activacion de la hormona estimulante de melanocitos, asi como a

su grado de obesidad.

11
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v/ Rata OLEFT (Otsuka Long-Evans Tokushima fatty rat): animal caracterizado por
elevados niveles de glucemia, sobre todo en machos, asi como por una
hiperfagia créonica debida a una mutacién en el gen de la colecistoquinina A,

involucrado en la integracidon de las sefiales gastrointestinales de saciedad.

v Rata Zucker: modelo caracterizado por una mutacion en el gen del receptor de

la leptina y un fenotipo muy temprano de obesidad.

Por otra parte, la aplicacién de técnicas de biologia molecular ha favorecido un
incremento de animales manipulados genéticamente para la reproducciéon de modelos
de obesidad [Campion 2004]. Las modificaciones realizadas sobre el genoma pueden
basarse en un incremento de la expresion génica, en la eliminaciéon de un gen (Knock-
out) o en su reemplazo por una forma alterada del mismo (knock-in). La técnica mas
empleada es la del disefio de ratones knock-out de genes claves en el desarrollo de
obesidad como el receptor de la melanocortina 4 (Mc4r) [Srisai 2011], deacetilasas de
histonas (HDAC3) [Sun 2011], lipocalina 2 [Law 2010] o el receptor de estrégenos
(Esrl) [Ribas 2010].

1.3.2.2 Modelos animales de obesidad inducida por la dieta

Una de las variables bdsicas en la ecuacién de la ganancia de peso es la ingesta
energética [Marti 2004, Martinez 2000]. En este sentido, en la sociedad actual se
impone un incremento en el consumo de dietas de alta palatabilidad y densidad
energética caracterizadas por un incremento de la proporciéon de grasas y azucares
simples a costa de la disminucidon de hidratos de carbono complejos. Este tipo de
dietas son las empleadas con animales de experimentacién, normalmente ratas vy
ratones, ya que son animales omnivoros, de facil manejo y con una fisiopatologia de la
obesidad similar a la del ser humano [Hariri 2010, Thibault 2004]. Por otra parte, no
todos los roedores responden de la misma manera a un tratamiento dietético
obesogénico [West 1992], por lo que se emplean aquéllos que previamente han

demostrado una predisposiciéon a la respuesta a la dieta con el desarrollo de un
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fenotipo de obesidad; en ratas normalmente tipo Wistar y Spragey-Dawley, mientras

que entre los ratones suelen emplearse C57BL/6J.

> Dietas ricas en grasa (HF, high-fat diets): este tipo de patrén alimentario puede
variar su porcentaje de grasa desde un 30%, cuando puede considerarse una
alimentacion rica en grasas para experimentacién animal, hasta el 85% para
acelerar la ganancia de peso y potenciar un marcado fenotipo de obesidad
[Hariri 2010]. Ademas, no sdlo la cantidad, sino el tipo de grasas es importante
para el desarrollo del fenotipo de obesidad, que se encuentra mds acentuado
con un elevado porcentaje de acidos grasos saturados (SFA) que con altas
proporciones de acidos grasos poli insaturados (PUFA). Los animales sometidos
a este tipo de tratamiento dietético presentan un modelo de obesidad
caracterizado por un incremento de peso, principalmente debido al incremento
de la masa grasa con alteraciones en el perfil lipidico, insulino resistencia,
intolerancia a la glucosa e hiperleptinemia [Boque 2009, Buettner 2007, Lomba

2010, Prieto-Hontoria 2009].

» Dietas ricas en azucares simples (HS, high-sugar diets): estos regimenes
dietéticos estan compuestos por un 40-70% de azlcares simples,
principalmente sacarosa, disacarido hidrolizado en glucosa y fructosa. Este
modelo estd caracterizado por un incremento del tejido adiposo, una alteracién
del perfil lipidico y una elevacién de los niveles de glucosa plasmatica debido al
desarrollo de hiperinsulinemia asi como de un incremento de la presidn arterial

[Boque 2009, Conde 2012, Pagliassotti 1996].

» Dietas ricas en grasas y azucares simples (HFS, high-fat-sugar diets): esta pauta
alimentaria se basa en la ingesta de aproximadamente un 45% de lipidos como
fuente energética y un 20% de azucares simples. Este modelo dietético se
caracteriza por un incremento de peso en forma principalmente de grasa, asi
como por un desequilibrio en la homeostasis de lipidos y glucosa y unos niveles
elevados de insulina y leptina [Boque 2009, Hoane 2011, Kuo 2008, la Fleur
2011].
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1.4 Comorbilidades de la obesidad

La obesidad estd relacionada con un gran numero de enfermedades cuyo origen se
encuentra en el incremento de masa grasa, ya sea debido a un incremento en el
tamafio adipocitario (diabetes mellitus tipo 2, higado graso no alcohdlico,
enfermedades cardiovasculares, colelitiasis o cancer) o a un incremento de la masa del
tejido graso (estigma social, osteoartritis, apnea del suefio) [Bray 2004]. Por otra parte,
la localizacion de la grasa corporal juega también un papel relevante en la
manifestacion de patologias asociadas, ya que una acumulacion en la regidn
abdominal favorece su infiltracion en los tejidos adyacentes comprometiendo su

funcionalidad e incrementando el riesgo cardiovascular.

Teniendo en cuenta que la obesidad desequilibra la homeostasis corporal, tanto en su
compartimentacién como en su metabolismo, las patologias asociadas son multiples y
afectan a la mayor parte de las funciones encargadas de mantener el adecuado
funcionamiento de los distintos érganos y tejidos. Algunas de las patologias asociadas

mas frecuentes asociadas son:

» Alteraciones cardiovasculares y cerebrovasculares: hipertensién arterial e
intracraneal, isquemias por infarto o ictus e insuficiencia cardiaca. En una
situacion de obesidad la masa corporal a la que irrigar esta incrementada;
existe una mayor vascularizacion y consecuentemente el volumen sanguineo
necesario sera mayor, forzando una situacién de elevacién del gasto cardiaco y
sobrecarga de trabajo al corazon. Ademas, la presion sanguinea necesaria esta
incrementada ejerciendo un mayor desgaste sobre el endotelio vascular [Forga
2002, Haslam 2005, Howard 2003, Lawrence 2004].

> Alteraciones respiratorias: sindrome de apnea obstructiva del suefio y
sindrome de Pickwick. En individuos muy obesos se produce una disminucion
del calibre de las vias respiratorias y un descenso del volumen pulmonar debido
a la presion que el exceso de grasa produce sobre el diafragma [Forga 2002,

Haslam 2005, Lawrence 2004].
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>

Alteraciones articulares: el exceso de peso produce una sobrecarga
sobre las articulaciones incrementando la incidencia de hernias y artrosis.
Ademads, debido a la acumulacién de cristales de acido udrico en las
articulaciones puede producirse gota [Forga L 2002, Haslam 2005].

Alteraciones dermatoldgicas: acantosis nigricans, hiperqueratosis
plantar y proliferacién de hongos y pardsitos colonizadores de pliegues
cutaneos [Forga 2002, Lawrence 2004].

Alteraciones renales: sobrecarga de la funcién renal por el incremento
de la presién y volumen arterial [Forga 2002].

Alteraciones de la homeostasis de la glucosa: las principales son la
resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo Il. El incremento de peso y grasa
corporal produce de forma gradual un descenso en la sensibilidad insulinica
tisular. Esta insulino-resistencia impide el mantenimiento de una concentracién
estable y adecuada de glucosa plasmatica y su progresion estd intimamente
ligada a la apariciéon de retinopatia, nefropatia y ulceraciones de las
extremidades [Forga 2002, Haslam 2005, Lawrence 2004].

Alteraciones de la homeostasis lipidica: hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia asociada a un incremento de las LDL y VLDL, asi como a un
descenso en los niveles de HDL colesterol. Estas alteraciones incrementan la
probabilidad de formacidn de placas ateromatosas que, aumentan la rigidez de
los vasos sanguineos y pueden desprenderse originando un infarto o accidentes
cerebrovasculares [Forga 2002, Haslam 2005, Howard 2003, Lawrence 2004].

Alteraciones endocrinoldgicas: en mujeres se originan situaciones de
ovario poliquistico, alteraciones menstruales e hirsutismo. En varones hay
hipogonadismo por descenso de los niveles de testosterona e incremento de
estrégenos [Forga 2002, Haslam 2005, Lawrence 2004].

Alteraciones tumorales: la obesidad esta asociada al incremento de la
incidencia de algunos tipos de cancer como el de higado, mama, ovario, Utero,
colon, recto, prdstata, etc. Por otra parte, ademas de por el incremento de la

masa grasa también podrian estar asociados a los habitos de vida que
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conducen a una situacién de obesidad [Forga 2002, Haslam 2005, Lawrence
2004].

Alteraciones psicoldgicas: descenso de la autoestima acompafiado de
depresion y ansiedad debido al rechazo y marginacion social suscitado por los
individuos con alta tasa de obesidad [Forga 2002, Haslam 2005].

Alteraciones hepaticas: la principal complicacién asociada a obesidad es
la esteatosis hepdatica no alcohdlica por acumulacion de triglicéridos en los
hepatocitos. Puede evolucionar a fibrosis e incluso causar cirrosis hepatica,
estrechamente relacionada con hepatocarcinoma. Ademds, debido a la
saturacion biliar de colesterol por su elevada concentracion, éste puede
precipitar produciendo colelitiasis por formaciéon de calculos biliares [Forga
2002, Haslam 2005, Lawrence 2004].

Otras alteraciones: inflamatorias, hematoldgicas, tiroideas, alimentarias,

hernias, reflujo gastroesofagico... [Forga 2002, Haslam 2005, Lawrence 2004]

2. Higado graso no alcohdlico

2.1 Definicidn y prevalencia

El higado graso no alcohdlico (NAFLD) es un sindrome caracterizado por un incremento

de la acumulacién de triglicéridos en los hepatocitos que afecta a su normal

funcionalidad [Angulo 2002]. Esta enfermedad, si no es tratada adecuadamente,

puede progresar a un estadio de esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) v,

posteriormente, a cirrosis, una situacion fisiopatoldgica de dafio hepatico irreversible

gue puede evolucionar hacia hepatocarcinoma o hacia muerte originada por fallo

hepatico [Ekstedt 2006, Valdecantos 2012](figura 5). Por otra parte, el NAFLD es un

estadio reversible de dafio en el higado. Las estrategias actuales para su tratamiento se

circunscriben a la eliminacion de los factores de riesgo; reduccién del peso corporal y

control de la insulino resistencia asociada a NAFLD. Asi, una pérdida de peso
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controlada normalmente lo mejora, acompainandolo también de una normalizacién de

los marcadores de sindrome metabdlico [Elias 2010].

Obesidad y
Resistencia insulina

Esteatosis

Esteatohepatitis
No Alcohélica
5-15%

Fibrosis
~ U12%
Cirrosis
[ %ralo
¥ | Hepitio
]

Figura 5. Progresion de NAFLD y dafio hepatico (tomada de Valdecantos 2012).

El NAFLD, primera manifestacidon hepatica del sindrome metabdlico, afecta al 30% de
la poblacion adulta en los paises desarrollados y al 9% de nifios y adolescentes [Musso
2011, Smith 2011]. La prevalencia de NAFLD es del 33% de los pacientes con sindrome
metabdlico y, de entre los pacientes con NAFLD, el 88% tienen también alguna otra
manifestacion de sindrome metabdlico [Pacifico 2011]. Ademas, su incidencia en
diabetes acompafiada de obesidad es del 60-70% [Musso 2011]. Por otra parte, niveles
plasmaticos de triglicéridos superiores a 200 mg/dL triplican el riesgo de padecer
NAFLD y aquéllos con HDL colesterol menor a 35 mg/dL lo duplican [Clark 2002]. Un
estudio de Fabbrini y col. [Fabbrini 2009] compard la influencia de la grasa infiltrada en
el higado con la grasa localizada en forma de tejido adiposo en las alteraciones
relacionadas con obesidad, concluyendo que la grasa intrahepatica estd mas asociada
a estas complicaciones de la grasa visceral. Asimismo, ademas de un posible

incremento anormal endégeno de la sintesis de lipidos asociada a alguna patologia del
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organismo, la principal fuente de lipidos potencialmente acumulables a nivel hepatico
es la dieta. Este es el principal motivo por el que tanto el fenotipo como las
alteraciones bioquimicas caracteristicas de la obesidad se encuentran también

ampliamente descritas en pacientes con NAFLD [Bechmann 2012, Musso 2011].

2.2 Acumulacion de grasa en el higado y obesidad

La prevalencia de NAFLD esta incrementando en paralelo a la pandemia de obesidad
relaciondndose con riesgo cardiovascular [Chen 2010, Edens 2009] y resistencia a la

insulina [Koot 2011].

El higado es el principal 6rgano regulador del metabolismo lipidico y de la glucosa,
incluyendo entre sus rutas metabdlicas principales procesos de lipogénesis, oxidacién
de acidos grasos, glicogénesis y glicogenolisis [Bechmann 2012]. Situaciones de dafio
hepatico producen alteraciones del estado transcripcional normal en este drgano que
puede comprometer la subsiguiente conformacién y funcionalidad de las proteinas
encargadas del mantenimiento de su homeostasis favoreciendo la progresion de
enfermedades crénicas, incluyendo ateroesclerosis, diabetes y obesidad [Bechmann

2012, Lomba 2010, Milagro 2006].

Los dacidos grasos libres circulantes que llegan al higado lo hacen, bien tras ser
absorbidos a nivel intestinal o, bien como productos de lipolisis producida en el tejido
adiposo [Nielsen 2004]. El incremento en la acumulacién de estos acidos grasos en el
hepatocito puede tener por tanto un origen dietético o metabdlico (figura 6). En este
sentido, se ha estudiado en modelos animales que el incremento de la expresién de
esteaoril CoA desaturasa (Scd), enzima transformadora de &acidos grasos libres
saturados a monoinsaturados, promueve la aparicion de esteatosis hepatica e

incremento de tejido adiposo [Bradbury 2004].
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Figura 6. Movilizacion y sintesis de acidos grasos y triglicéridos.

Por otra parte, la lipogénesis de novo se ha visto incrementada hasta cinco veces en
pacientes con NAFLD [Donnelly 2005]. Este proceso bioquimico es el encargado de
transformar en el higado los carbohidratos provenientes de la dieta en acidos grasos.
Algunas de las enzimas implicadas en la cadena, como el receptor X alpha del higado
(Lxra), distintas enzimas de la familia de las proteinas reguladoras de unidn a esteroles
(Srebf), acetil-CoA carboxilasa (Acaca) o la acido graso sintasa (Fasn) son estudiadas
para el analisis de la regulacion de la lipogénesis de novo. Los productos finales, acidos
grasos, son esterificados con una molécula de glicerol para formar triglicéridos,
principal forma de acumulacién de energia en mamiferos. Los triglicéridos no son
almacenados en el higado como fuente energética de forma natural, sino que se
secretan como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) para su distribucién a los
distintos tejidos; principalmente a los musculos y a tejido adiposo para su

almacenamiento. En este sentido, una disminucién de la sintesis de VLDL también
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podria provocar la acumulacion de triglicéridos hepaticos con la subsecuente
manifestacion de higado graso no alcohélico, asi como un descenso en la B-oxidacién,
principal proceso de catalisis lipidica para el consumo energético [Bechmann 2012,

Kohjima 2007, Musso 2009].

Finalmente, se ha comprobado que la resistencia a la insulina es un factor asociado a la
acumulacién de lipidos en el higado, incrementando la lipolisis en el tejido adiposo y

por tanto el flujo de acidos grasos libres que llega al higado [Nielsen 2004].

2.3. Modelos animales de higado graso y su evolucion

2.3.1 Caracteristicas de los modelos

Ademas de la herencia genética, habitos de vida no saludables, la inactividad fisica, asi
como las dietas obesogénicas estan relacionados con la acumulacién de grasa en el
higado [Carmiel-Haggai 2005, Gaemers 2011, Moore 2010]. La utilizacion de modelos
dietéticos animales de NAFLD y sus estadios de dafio mas avanzados incluyen
alteraciones dietéticas basadas tanto en la administraciéon de una dieta obesogénica
[Deng 2005, Milagro 2006] como en el déficit nutricional de moléculas relacionadas
con el ciclo metabdlico de un carbono (OMC, del inglés one carbon metabolic cycle),
asociado a la metilacion del ADN [Corrales 2002]; tratamientos deficitarios de colina 'y
metionina [Rinella 2008, Vetelainen 2007], o de vitamina B, y acido félico [Brunaud
2003] (figura 7). La carencia de estos sustratos pueden producir alteraciones en el
patron de metilacion del ADN afectando con ello a la unién de factores de
transcripcion y subsequentemente al perfil transcriptomico celular [Davis 2004,

Waterland 2008].
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Figura 7. Esquema simplificado del papel de los agentes prometilantes en el ciclo de la metilacion del
ADN (modificado de Kotsopoulos J 2008).

2.3.2 Tipos de modelos

La evolucion de la enfermedad hepatica NAFLD puede variar desde un inicial estado de
esteatosis por acumulacién de pequefias vacuolas lipidicas intrahepatocitarias, sin
inflamacién ni muerte celular hasta situaciones con grandes vacuolas lipidicas que
desplazan el nucleo del hepatocito hacia su periferia, asi como infiltracién de
macrofagos, inflamacion, muerte hepatocitaria, fibrosis, cirrosis y fallo hepatico o
hepatocarcinoma. Por consiguiente, los modelos animales empleados para el estudio
de esta amplia gama de gravedad de dafo hepatico dependeran del estadio de esta

enfermedad que se desee estudiar [Henao-Mejia 2012, Moore 2010, Musso 2009].

2.3.2.1. Modelos animales de NAFLD inducida por una dieta obesogénica

El consumo de dietas con un alto contenido caldrico es empleado para el
establecimiento de ambas patologias debido al estrecho vinculo existente entre

obesidad y acumulacion de grasa en el higado [Hebbard 2011, Nanji 2004]. Estas dietas
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presentan un incremento del porcentaje de energia proveniente de las grasas
frecuentemente acompafiado de un elevado contenido en fructosa, dcidos grasos
trans y colesterol, induciendo un estado de obesidad, resistencia a la insulina y dafio
hepatico. Este tipo de modelos, segln la especie animal y la duracién del tratamiento,
no suele acompanarse de un dafio hepatico demasiado grave, por lo que pueden
estudiarse los primeros estadios de la acumulacidon de grasa en el higado, mas

facilmente reversibles que estadios mds avanzados de dafio hepatico.

Algunos modelos, para facilitar y acelerar la progresion de esta enfermedad causada
por la dieta, realizan una nutricion artificial mediante sondaje empleando emulsiones
ricas en grasa y dextrosa que originan en ratones un estado fisiopatoldgico
caracterizado por un aumento de grasa visceral, hiperglucemia, hiperinsulinemia,
hiperleptinemia, intolerancia a la glucosa, resistencia insulinica y desarrollo de

esteatohepatitis [Deng 2005].

Debido a que una situacién pro-aterogénica estd mas vinculada al desarrollo de higado
graso y su evolucion, algunos modelos dietéticos animales emplean también una
suplementacién de colesterol y colatos a la dieta [Matsuzawa 2007] o un incremento

de la proporcién de acidos grasos trans [Dhibi 2011].

Por otra parte, el empleo de una dieta rica en fructosa puede promover un incremento
hepatico de la lipogénesis de novo, ademas de aumentar la concentracidn de especies
reactivas de oxigeno o la resistencia insulinica [Abdelmalek 2010, Lim 2010]. La
suplementacion del agua de bebida con fructosa produce en ratones un incremento de
los triglicéridos hepaticos con un aumento de esteatosis, asi como de peso, tras ocho
semanas de tratamiento. Ademas, un incremento en la ingesta de fructosa produce
una sobreproduccién de la flora bacteriana intestinal, que sintetiza toxinas, que pasan
a la sangre por la vena porta, que va al higado produciendo una activaciéon de los

macrofagos hepaticos o células de Kupffer con inflamacion hepatica [Spruss 2009].
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2.3.2.2 Modelos animales de NAFLD caracterizada por una dieta deficitaria

Una dieta deficitaria en metionina y colina, sustancias estimulantes de procesos de
metilacion en la célula, promueve la instauraciéon y evolucion de higado graso no
alcoholico [Hussein 2012, Pogribny 2009]. Por otra parte, ademads de su implicacién en
los procesos epigenéticos de metilacion del ADN, ambos sustratos son esenciales en la
beta-oxidaciéon lipidica y en la produccién de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) [Rinella 2008], por lo que un déficit de estas sustancias disminuiria la oxidacién
favoreciendo la acumulacion hepatica de lipidos y originando un descenso plasmatico

de las VLDL.

Ciertos modelos animales de ratas y ratones deficitarios en metionina y colina
presentan una pérdida de peso corporal acompafiada de una disminucidon en la
cantidad de grasa corporal y una proporcional disminucidon del tamano del higado
acompafado de esteatosis y, a largo plazo, con el mantenimiento de este tratamiento,
de necroinflamaciéon [George 2003, Ip 2003, Rinella 2004 y 2008]. La severidad de estas
manifestaciones dependera de la predisposicién de las distintas estirpes de roedores a

padecer NAFLD.

Los ratones alimentados con dietas deficitarias en metionina y colina presentan un
estado de inflamacién hepatica con un incremento de la infiltracion de macréfagos en
el higado, asi como una mayor expresion de genes proinflamatorios como
interleuquinas y TNF alfa [Dela Pena 2005]. Por otra parte, aunque estos modelos se
caracterizan por un estado de dano hepatico, se produce un descenso en los niveles
plasmaticos de triglicéridos y colesterol que no es caracteristico de una situacién de
obesidad [George 2003, Ip 2003, Rinella 2008]. Ademds, se puede producir un
descenso de los niveles de insulina, glucosa y leptina, un mantenimiento de los niveles
de adiponectina mientras que los tejidos periféricos mantienen una sensibilidad a la
insulina normal [Larter 2008, Leclercq 2007]. La progresidon en el tiempo de dietas
deficitarias en grupos metilo (metionina y colina, entre otros) conduce a un estado de
hepatocarcinogénesis [Kutay 2006, Rogers 1995]. En este sentido, cabe sefalar que el

cancer es una enfermedad caracterizada por cambios en la metilacion del ADN que
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conllevan alteraciones transcriptomicas y de la funcionalidad celular y tisular global
[Esteller 2008]. Asi, se han descrito cambios en la metilacién global del ADN con este

tipo de dietas [Ghoshal 2006, Pogribny 2004, 2006 y 2009].

Por otra parte, también puede originarse este modelo de dafio hepdtico mediante el
déficit unico de colina y la variacidn del contenido de la dieta de amino acidos [Nakae
1995]. Este tipo de modelo dietético suele requerir de un tratamiento mas prolongado
y se caracteriza por una disminucion de la betaoxidacién lipidica manteniendo estable

la sensibilidad periférica a la insulina y el peso corporal [Kodama 2009].

En conclusién, el déficit de metionina y/o colina pueden generar un modelo de dafio
hepatico, pero con diferencias en los pardmetros bioquimicos plasmaticos, asi como en
los niveles de hormonas cruciales en la regulacién del apetito y de la obesidad, que
dificulta su asimilacién con el modelo humano de higado graso no alcohélico,
intimamente ligado a obesidad, adiposidad abdominal, diabetes o resistencia a la
insulina, hiperglucemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia... En este sentido,
para favorecer la caracterizacién de un fenotipo de obesidad en modelos animales de
esteatosis hepatica, se ha planteado el uso combinado de dietas hipercaléricas con

déficits en colina, metionina y acido félico [Pogribny 2009].

3. Origenes del desarrollo de la salud y enfermedad

3.1 Definicion

La hipotesis del Desarrollo Evolutivo de la Salud y las Enfermedades (DOHaD) plantea
que la nutricion durante los primeros estadios de la vida afecta a la respuesta futura a
estimulos ambientales (figura 8) determinando la susceptibilidad al desarrollo de
enfermedades en la vida adulta [Barker 2004, Martinez 2012, Tamashiro 2010].
Durante estas primeras etapas de la vida los diferentes tipos celulares que conforman

los tejidos corporales estan en continua divisién y por ello, su ADN se encuentra mas
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susceptible de sufrir cambios, estableciendo asi una posible causa epigenética en las

bases de esta teoria [Waterland 2004].

El crecimiento y desarrollo de la descendencia esta principalmente influenciado por la
carga genética heredada del padre y de la madre, aunque existen mecanismos
regulatorios por los que el crecimiento determinado genéticamente puede alterarse
por efectos ambientales maternos durante las primeras etapas de la vida [Barker
2004]. Este hecho adaptativo es también conocido como programacién perinatal,
mediante la cual se originan cambios sobre la fisiologia o el metabolismo de la

descendencia tanto en el momento como en etapas futuras [Langley-Evans 2010].

La teoria DOHaD se basé inicialmente en estudios epidemioldgicos para,
posteriormente, profundizar en el analisis de los mecanismos implicados mediante el

uso de modelos animales experimentales [Gluckman 2008].

Desnutriciébn materna

|

Otros factores maternos:
- Estrés
-—— - Medicamentos

‘ - Drogas
@ - Alcohol

J
Cambios de la expresién génica fetal

Alteraciones
de la placenta

Y
Alteraciones en el crecimiento fetal

r
Bajo peso al nacer

Habitos de vida Influencia durante la lactancia
' -
Enfermedades en la vida adulta

(hipertension, obesidad,
diabetes, asma)

Figura 8. Influencia perinatal en el desarrollo de enfermedad en la vida adulta (modificado de Ozanne
2007).
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3.2 Estudios epidemioldgicos de DOHaD y obesidad

Durante el invierno de 1945, a finales de la Segunda Guerra Mundial, la zona norte de
Holanda sufri6 una fuerte hambruna. La descendencia de aquellas mujeres
embarazadas durante aquel invierno presentd, en su edad adulta, una mayor
prevalencia de obesidad, enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2 [Painter
2005, Ravelli 1999, [Roseboom 2000 y 2006]. Este estudio epidemioldgico fue uno de
los primeros impulsores del estudio de la relacidn entre el ambiente materno y sus

efectos sobre la descendencia en su vida adulta; DOHaD [Barker 2004].

Otros estudios epidemioldgicos han descrito una relacién entre los niveles de
adiposidad y hemoglobina plasmatica materna durante el embarazo con la presién
sanguinea en la infancia [Campbell 1996] o que mujeres con dietas caldricamente
restrictivas y deficitarias dan a luz a nifios de menor peso [Wojtyla 2011] con mayores
posibilidades de sufrir en edad adulta obesidad, diabetes tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares. Ademas, la adiposidad materna y el incremento de peso durante el
embarazo estan relacionados con la adiposidad de |la descendencia en su vida adulta

[Reynolds 2011].

Por otra parte, una ingesta elevada de acidos grasos libres durante el embarazo o
durante la lactancia esta asociada a un incremento de la prevalencia de asma en la
descendencia [Lumia 2011 y 2012], mientras que la suplementacion periconceptual de
acido félico ayuda a la regulacidn del crecimiento y esta asociada con los niveles de
metilacion del gen del factor de crecimiento similar a la insulina (Igf2) [Steegers-
Theunissen 2009]. El establecimiento de esta unidon entre ambiente perinatal y
cambios epigenéticos en la descendencia podria ser empleado como un biomarcador
temprano de enfermedad o de la predisposicién a padecerla. Asi, un reciente estudio
de Godfrey y col. [Godfrey 2011] relaciond los niveles de metilacion de los genes Rxra y
eNos de recién nacidos con su riesgo a padecer obesidad. Otras investigaciones han
establecido la relacidon entre los niveles de metilacion del gen LINE-1 en corddn
umbilical con el peso al nacer y la neonatalidad, dos factores relacionados con el riego

de padecer enfermedades en la edad adulta [Michels 2011]. De hecho, ha sido
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previamente descrita una mayor incidencia de fallo cardiaco y alteraciones

cardiovasculares en individuos con baja metilacion de este gen [Baccarelli 2010].

Ademas de los factores nutricionales, también se han descrito factores ambientales de
la madre que afectan a la progenie. Asi, la descendencia de mujeres fumadoras
durante el embarazo presenta una mayor tasa de obesidad, hipertensién y diabetes
gestacional [Cupul-Uicab 2012, Power 2002] o que el estrés sufrido por los ataques
terroristas en Nueva York del 11 de Septiembre provocd un menor peso de los nifios al

nacer [Ohlsson 2011].

Desde el punto de vista mecanistico, el efecto del ambiente de la madre sobre la
descendencia podria ser debido a cambios epigenéticos provocados sobre el ADN en
los primeros estadios de la vida [Cooper 2012, Khulan 2012], aunque su estudio en
modelos humanos resulta complicado y por ello ha sido necesario el desarrollo de

modelos experimentales animales.

3.3. Modelos animales de DOHaD y obesidad

Tras los primeros estudios epidemioldgicos de la teoria DOHaD, la mayor parte de las
investigaciones realizadas para profundizar en los mecanismos implicados se realizan
hoy en dia en modelos animales (tabla 2). La principal ventaja de estos modelos
experimentales reside en la corta duracién del ciclo bioldgico de ratas y ratones, que
hace posible el estudio de los efectos sobre la descendencia en edad adulta e incluso a
lo largo de varias generaciones [Giraudo 2010]. Ademas, los dilemas éticos sobre las
implicaciones en la salud del feto no permiten la realizacion este tipo de estudios en

humanos.

Pese a que estimulos maternos distintos a los alimentarios como el estrés [Paternain
2012a y 2012b] o el tabaquismo [Oliveira 2009, Somm 2008] pueden afectar al
desarrollo de obesidad en la descendencia, en este apartado nos centraremos en la

descripcidon de aquéllos vinculados a la alimentacion materna perinatal (tabla 2). En
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este sentido, se ha descrito que una dieta con un elevado porcentaje de lipidos
administrada a ratones durante la gestacién produce un incremento en la
descendencia de la longitud corporal, asi como un descenso de la sensibilidad a la
insulina, mediados por un incremento de la expresion de lIgfbp3 y Ghsr, que
presentaron cambios en la metilacion de su promotor transmitidos a la siguiente

generacién [Dunn 2009].

Tabla 2. Algunos ejemplos de modelos nutricionales de dietas perinatales que pueden afectar al
desarrollo de obesidad en la descendencia.

Modelo Estadio Intervencidn nutricional Efecto/Mecanismo en la descendencia Referencia

N longitud e insulinoresistencia
Ratén Gestacion Hiperlipidica M mRNA Igfbp3, Ghsr Dunn 2009
Cambios de metilacion de Ghsr

3 Gestaciony o . . . L . . .
Ratén . Hiperlipidica Hipertension, hiperlipidemia y esteatosis Elahi 2009
lactancia
Gestacion
Rata . y Hiperlipidica Sindrome metabdlico Khan 2005
lactancia

- T M metilacion total .
Rata Gestacion Hiperlipidica o o Vucetic 2010
M metilacidn estecifica Dat, Mory Penk

Hiperlipidica + Azucares

Rata Lactancia .
simples

Programacion del apetito, T dopamina Wright 2011

. L . Proteccidén a obesidad .
Rata Lactancia Suplemencion de leptina . =, Pico 2007
Cambios expresidn en Lepr, Pomcy Npy

Rata Lactancia Sobrealimentacion Mmetilacién Pomc Plagemann 2009
Rata Lactancia Hipoproteica J metilacién T*mRNA de PPARay GR Burdge 2007
Rata Gestacion Hipoproteica J metilacién Gr, T expresion Dnmtl Lillycrop 2007
Raton Gestacion Hipoproteica Mmetilacion | mRNA Lxra Van Straten 2009
Suplementacion con colina, 3
Ratén L, p‘ . . . Obesidad inducida por inhibiciéon Waterland 2006,
agouti Gestacion metionina, vitamina B12y epigendtica del gen agouti 2008
& acido félico Pie genag
Cambios d tilacién de 1gf2 iad
Rata Gestacion Variacion de colina am ICTS € metl ac‘?,n € [gf<asociados Kovacheva 2009
a cambios de expresion de Dnmtl
L, Variacion de acido félicoy i L,
Rata Gestacion , Cambios de expresion Ppary Lxra Chmurzynska 2011
proteinas
Hipoproteica y déficit de
Rata Gestacion p P L ¥ I metilacion T mRNA de PPARa Lillycrop 2005
acido folico
L, Déficit de colina, metioninay o .
Rata Gestacion . L “Moxidacion lipidica McNeil 2009
acido folico

Cuando la “ventana” de administracion de la dieta hiperlipidica en ratones se amplia a
la gestacidn y la lactancia, la descendencia incrementa su predisposicion a padecer
sindrome metabdlico [Elahi 2009, Khan 2005]. Ademas se produce una hipometilaciéon

del ADN hipotalamico, asi como de la metilacién especifica de promotores de genes
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relacionados con el control de la dopamina y sustancias opioides [Vucetic 2010]. Esta
programacion perinatal del comportamiento alimentario ha sido estudiada en ratas
sometidas a una dieta obesogénica durante la lactancia, cuyos niveles de dopamina se
incrementaron [Wright 2011]. También se ha descrito que la suplementaciéon con
leptina durante la lactancia estimula la expresidn hipotaldmica de Lepr, Pomc y Npy en
la descendencia [Pico 2007] y que una sobrealimentacién en la lactancia se asocia a

hipermetilacién del promotor de Pomc en la prole [Plagemann 2009].

Otro tipo de modelos nutricionales de DOHaD basados en la composicion de
macronutrientes de la dieta materna son aquéllos que disminuyen el aporte proteico.
Su administracion en ratas durante la gestacién y la lactancia disminuye la metilacién
hepatica de los promotores de los genes Ppara y Gr, mientras que tiende a
incrementar su expresion, lo cual se asocia a un descenso de mRNA de Dnmtl y se
mantiene en la siguiente generacién [Burdge 2007, Lillycrop 2007]. En ratones se ha
descrito también que la ingesta hipoproteica en la gestacidon produce un incremento
de la metilacion hepdtica del promotor del gen Lxra asociado a su menor expresién

génica [van Straten 2009].

Waterland y col. [Waterland 2006 y 2008] emplearon un modelo con ratones Agouti,
genéticamente obesos por la insercidon del trasposdn para el gen agouti, al que se
suplementd durante la gestacion con un coctel de sustancias prometilantes
(metionina, colina, acido fécilo y vitamina Bi,). La administracion de estas sustancias
inhibid la transcripcion del gen agouti mediante su hipermetilacidn, alterando el color
de su pelaje y la manifestacion de un fenotipo obeso en su descendencia. Algunas de
estas moléculas con capacidad de activar la metilacién del ADN han sido estudiadas en
ratas gestantes describiendo cambios de la metilacion del promotor del gen Igf2

asociados a un incremento de la expresion de Dnmt1 [Kovacheva 2007].

Finalmente, la combinacidon de dietas perinatales hipoproteicas con un déficit o una
suplementacién de sustancias prometilantes produce alteraciones relacionadas con
obesidad en la descendencia en relacidon a genes asociados a la homeostasis lipidica y

de la glucosa [Chmurzynska 2011, Lillycrop 2005, McNeil 2009].
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Hipdtesis y objetivos

1. Hipotesis

El higado graso no alcohdlico es la principal manifestacién hepdtica del sindrome
metabdlico. Este cuadro fisiopatoldgico se caracteriza por un incremento de la
acumulacién hepatica de lipidos y su incidencia es elevada en paises desarrollados
debido a unos habitos dietéticos basados en un elevado aporte calérico procedente de
grasas y azUcares simples. La deficiencia dietética de sustancias implicadas en la

metilacion del ADN procuce esteatosis hepatica en modelos animales.

La hipdtesis de partida del presente trabajo es que la suplementacion dietética con
sustancias prometilantes (betaina, colina, acido félico y vitamina Bj,) protege de la
acumulacién de grasa en el higado provocada por la ingesta de una dieta obesogénica.
Esta proteccidn puede darse tanto en la vida adulta como a través de la dieta materna
durante la lactancia, y tiene una base reguladora mediada por mecanismos

epigenéticos que controlan el metabolismo hepatico.

2. Objetivo general

El propdsito de esta investigacidn se basa en el estudio del posible efecto preventivo
de la suplementacién dietética con sustancias prometilantes en distintos estadios de la
vida sobre la acumulacién de grasa hepatica inducida por una dieta obesogénica rica
en grasa y sacarosa en ratas adultas, asi como en la valoracion de los mecanismos

nutrigendmicos y epigendmicos implicados en este proceso.
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3. Objetivos especificos

1. Analizar el efecto de la suplementacién dietética con sustancias prometilantes sobre
la acumulacién intrahepdtica de lipidos debida a la ingesta de una dieta rica en grasa y

sacarosa en ratas Wistar macho adultas.

2. Estudiar la influencia del dimorfismo sexual sobre el posible efecto en el higado de la
suplementacién con sustancias prometilantes de una dieta obesogénica en la edad
adulta, asi como sobre los niveles de expresidon hepdtica de genes relacionados con el
metabolismo lipidico y sobre la metilacién especifica del ADN en el promotor del gen

de la 4cido graso sintasa (Fasn).

3. Profundizar en los mecanismos implicados en la acumulacion de lipidos
intrahepatica debida a la ingesta de una dieta rica en grasa y sacarosa en ratas Wistar
macho adultas y su prevencion mediante la suplementacion de sustancias
prometilantes con un enfoque trancriptdmico y una aproximacion epigenética basada
en el andlisis de los niveles de metilacién global del ADN y de la metilacion especifica

de promotores de genes implicados en los cambios hepaticos observados.

4. Determinar el efecto de la ingesta materna de una dieta obesogénica y la
suplementacién con sustancias prometilantes durante la lactancia sobre la
descendencia en edad adulta, asi como sobre la respuesta de la descendencia a la

misma dieta obesogénica.
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1. Hypothesis

Non-alcoholic fatty liver disease is the main hepatic manifestation of metabolic
syndrome. This physiopathology is characterized by an increase in hepatic lipid
accumulation and its prevalence is increasing in developed countries due to dietary
habits based on high caloric intake from fats and simple sugars. Dietary DNA

methylation-related substrates deficiency induces animal models of hepatic steatosis.

The hypothesis of this work is that the dietetic supplementation with methyl donor
substrates (betaine, choline, folic acid and vitamin Bi,) protects against liver fat
accumulation induced by obesogenic dietary intake. This protection can occur on adult
life and induced by maternal perinatal nutrition at suckling, being regulated by

epigenetic mechanisms which affect hepatic metabolism.

2. General aim

The aim of this research is to study in adult rats the effect of dietary suplementation
with promethylant substrates, during different periods of life, on liver fat accumulation
induced by a high-fat-sucrose obesogenic dietary intake during adulthood, as well as

the nutrigenomic and epigenomic mechanisms implicated in these processes.
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3. Specific aims

1. To analyze the effect of dietary supplementation with promethylating substrates on
liver fat accumulation induced by a high-fat-sucrose dietary intake in adult male Wistar

rats.

2. To study the sexual dimorphism influence on the liver of both obesogenic diet and
methyl donor supplementation during adulthood, as well as on hepatic lipid
metabolism-related gene expression levels and on fatty acid synthase (FASN) DNA

promoter specific methylation.

3. To deepen into the mechanisms implicated in liver fat accumulation due to high-fat-
sucrose diet intake in adult male Wistar rats and its prevention by methyl donor
supplementation, using a transcriptomic approach and epigenetic tools based on
global DNA methylation analysis and specific promoter methylation of genes related

with the changes observed in liver.

4. To determine the effect on adult offspring of maternal intake of an obesogenic diet
and promethylating supplementation during lactation, as well as the response of the

offspring to the same obesogenic diet.
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Disefio experimental

1. Diseno general

Los objetivos propuestos para el presente trabajo se abordaron a través de la
realizacion de cuatro modelos experimentales en los que se estudid en ratas Wistar el
efecto de la suplementacién dietética con sustancias prometilantes sobre Ia
acumulacién de grasa hepatica inducida por una dieta obesogénica rica en grasa y

sacarosa (HFS).

En el primer modelo experimental (ME) (Capitulo 1), se realizé un estudio en ratas
adultas macho del efecto en la acumulacion de grasa hepatica ejercido por una
suplementacion con sustancias prometilantes en un modelo de obesidad inducida por

la dieta de ocho semanas de duracion.

En el segundo ME (Capitulo 2) se analizd el efecto de la suplementacién de una dieta
HFS con sustancias prometilantes durante ocho semanas en ratas Wistar macho vy
hembras adultas sobre diversas variables corporales y bioquimicas, asi como sobre los
niveles hepdticos de expresion y de metilacion especifica de genes relacionados con el

metabolismo lipidico.

En el tercer ME (Capitulo 3) se profundizé en los posibles mecanismos implicados en
las alteraciones producidas en el higado por la dieta HFS, asi como en el efecto de su
suplementacién prometilante en ratas Wistar macho adultas durante ocho semanas.
Ademads de la caracterizacién fenotipica y bioquimica plasmatica de los principales
marcadores de obesidad y riesgo cardiovascular, se analizé el transcriptoma hepatico
mediante un microarray de expresion y se determinaron los niveles de metilacion del
ADN, tanto global como de los promotores de genes especificos implicados en las

alteraciones de este modelo.

Finalmente, en el cuarto ME (Capitulo 4) se estudid el efecto de la dieta materna HFS y
su suplementacidn con sustancias prometilantes durante la lactancia (tres semanas) en
las caracteristicas corporales de la descendencia, asi como en el condicionamiento de
la respuesta al mismo tipo de dieta obesogénica durante ocho semanas en la edad

adulta. En este modelo se analizaron en la descendencia adulta los cambios corporales
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y biogquimicos y la expresion de genes relacionados con obesidad, metabolismo lipidico

y los procesos de metilacién del ADN.

2. Disefio experimental: capitulo 1.
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Figura 9. Diseio experimental del capitulo 1. El fin de este trabajo fue estudiar el
efecto de la suplementacion de una dieta rica en grasa y azucares (HFS) con
sustancias prometilantes sobre la acumulacién de grasa en el higado. El estudio
consistié en la administracion a ratas Wistar macho adultas de una dieta HFS y un
cActel de sustancias con capacidad prometilante durante ocho semanas. Al finalizar
este periodo se analizaron las distintas variables de composicion corporal para
confirmar la implantacion del modelo de obesidad inducida por la dieta, asi como la
cantidad de grasa infiltrada en el higado (C, control; HFS, high-fat-sucrose; supp,
suplementado con sustancias prometilantes).
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3. Diseno experimental: capitulo 2.
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Figura 10. Disefio experimental del capitulo 2. El fin de este trabajo fue estudiar la
posible dependencia del sexo en el efecto hepatico de la suplementacién de una
dieta HFS con sustancias prometilantes, asi como su regulacion epigenética y
transcripcional sobre genes del metabolismo lipidico hepatico. Para ello se generé un
modelo de obesidad inducido por la dieta que fue suplementado con sustancias
prometilantes durante ocho semanas. Tras este periodo se analizaron las variables
morfoldgicas de los animales asi como su perfil bioquimico plasmatico y analisis de la
insulina mediante un ELISA. Se realizé un estudio de metilacidn especifica del ADN vy,
en machos, del patron de expresion de genes relacionados con el metabolismo
lipidico (C, control; HFS, high-fat-sucrose; supp, suplementado con sustancias
prometilantes; ELISA, ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas; rt-PCR,

reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real).
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4. Diseno experimental: capitulo 3.
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Figura 11. Diseiio experimental del capitulo 3. El fin de este estudio fue profundizar
en los mecanismos transcriptémicos y epigenéticos hepaticos de la acumulacion de
grasa en el higado por una dieta HFS y su prevencidon debida a la suplementacion
dietética con agentes prometilantes. Para la consecucidn de este objetivo se planteé
el modelo de dieta HFS y de suplementaciéon con un cdctel prometilante en ratas
Wistar macho adultas durante ocho semanas. Ademas del analisis corporal y
bioquimico de los animales, se realizé6 un enfoque trancriptomico basado en la
realizaciéon de un Microarray de expresion, con la subsiguiente validacion por rt-PCR,
y otro epigenético basado en el analisis de los niveles de metilacién global del ADN y
de la metilacion especifica de promotores de genes implicados en obesidad,
metabolismo lipidico y proliferacidn celular (C, control; HFS, high-fat-sucrose; supp,
suplementado con sustancias prometilantes; rt-PCR, reaccion en cadena de la
polimerasa a tiempo real).

64



Disefio experimental

5. Diseifio experimental: capitulo 4.
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Figura 12. Diseiio experimental del capitulo 4. El fin de este modelo fue el estudio de
la influencia de la dieta materna obesogénica y su suplementacion con sustancias
prometilantes durante la lactancia sobre la descendencia en edad adulta, asi como
sobre su respuesta a la dieta obesogénica. Ademas de la caracterizacién fenotipica y
bioquimica plasmatica de la descendencia, se analizé el patron de expresion de
genes relacionados con obesidad, metabolismo lipidico y procesos de regulacion de
la metilacion del ADN (C, control; HFS, high-fat-sucrose; supp, suplementado con
sustancias prometilantes; rt-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real).
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Las técnicas de laboratorio empleadas durante la realizacién de este trabajo se
encuentran descritas en las secciones de material y métodos de los articulos.

Enumerando brevemente, se realizaron:

- Mediciones de peso mediante el empleo de una bascula, de la longitud
corporal ano-hocico previa anestesia inhalatoria con Isofluorano y del porcentaje de
grasa tanto corporal total como tisular mediante resonancia magnética con un

analizador EchoMRI.

- El perfil de la bioquimica plasmatica (glucosa, HDL colesterol, colesterol total,
triglicéridos, lactato, homocisteina, dcidos grasos libres, AST y ALT) se realizé6 mediante
el empleo de Kits comerciales (ABX Diagnostics, WAKO Chemicals GMBH, Randox
Laboratories) para su medicién empleando los autoanalizadores ABX Pentra C200 y
COBAS MIRA. La concentracion de insulina fue medida mediante un kit ELISA

(Mercodia) adaptado a un equipo automatizado (TRITURUS).

- Para los analisis transcriptémicos se empled un microarray de expresion
génica con la plataforma GeneTitan de Affymetrix. También se realizaron analisis de
expresion génica a tiempo real empleando sondas Tagman predisenadas en el equipo
ABI PRISM 7900 HT para los siguientes genes: Srebfl, Acaca, Fasn, Mgll, Ccl2, Fabp4,
Lepr, Btc, Srebf2, Mme, Fbxo21, Agpat3, Esrl, Mstl, Fatl, Gsr, Acpl, Dnmtl, Dnmt3a,
Dnmt3b, Lxra y Mif.

- El analisis epigenético de los niveles de metilacidn total se realizé mediante digestion
enzimatica con Hpall y Mspl y posterior elongacion con sustrato marcado
radioactivamente. La metilacion especifica de los genes Fasn, Agpat3, Esrl, Mif, Srebf2,

Mme y Btc se realizé por espectrometria de masas MALDI-TOF (Sequenom).
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Dietary supplementation with methyl donor groups

could prevent nonalcoholic fatty liver

Cordero P, Campion J, Milagro Fl, Martinez JA

Published in Hepatology (Impact Factor: 11.665; 2/74). 2011; 53(6):2151-2.

Resumen

Hemos leido con gran interés el trabajo recientemente publicado por Kohly y col. en la
revista Hepatology describiendo un modelo de enfermedad de higado graso no
alcohdlico (NAFLD) generado por una dieta rica en grasas y carbohidratos. Otra forma
de generar este modelo de dafio hepatico resulta del déficit dietético de grupos
donantes de metilo, como la colina o la betaina, lo que puede provocar
esteatohepatitis (NASH). Otros estudios han descrito que la suplementacién con este
tipo de moléculas puede inducir cambios epigenéticos y la regulacién del patréon de
expresion génica. En este sentido, nosotros planteamos la hipétesis de que la
suplementacién dietética con sustancias donadoras de grupos metilo podria revertir

los efectos negativos de un modelo nutricional de higado graso no alcohdlico en ratas.

Para confirmar nuestra hipdtesis, diseflamos un estudio con 48 ratas Wistar macho
gue dividimos en cuatro grupos dietéticos de 12 ratas cada uno; dieta control (C), dieta
control suplementada con sustancias prometilantes (C supl), dieta rica en grasas y
azucares simples (HFS) y dieta HFS suplementada con sustancias prometilantes
incluyendo betaina, colina, vitamina By, y acido fdlico (HFS supl). Las dietas control
(2014 Harlan Tecklad Global Diets) y obesogénica (D12451, Research Diets), se
suministraron ad libitum, sin resultar afectada la ingesta dietética por el tratamiento.
La masa grasa total inicial y final, asi como el contenido de grasa final en el higado,

fueron analizados mediante resonancia magnética con un analizador EchoMRI. Tras
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ocho semanas de tratamiento dietético, los animales fueron sacrificados y los tejidos y

el plasma congelados para analisis posteriores.

El modelo obesogénico fue manifestado con éxito, mostrando diferencias significativas
(p < 0.01) entre las ratas alimentadas con dieta C y HFS en distintas variables
fenotipicas como el peso corporal y los de los distintos reservorios de tejido adiposo. El
analisis de las determinaciones plasmaticas reveld un incremento del indice
aterogénico. Ademas, la dieta obesogénica indujo un incremento de las reservas de
grasa en el higado al compararla con el grupo Cy, como habiamos hipotetizado, este
dafio fue parcialmente revertido con la suplementacion de sustancias donadoras de

grupos metilo.

En resumen, la dieta HFS lleva a padecer un fenotipo de obesidad y NAFLD
caracterizado por un incremento de la acumulacidon de lipidos en el higado. La
suplementacion nutricional con sustancias donadoras de grupos metilo previnieron
parcialmente esta acumulacion extra de lipidos. Estos datos sugieren que la
suplementacién de sustancias donadoras de grupos metilo podria prevenir la aparicién
de NAFLD, paso previo de la NASH vy cirrosis, asi como que podria estar relacionada una
regulaciéon epigenética que alterase la expresion de genes implicados en el

metabolismo lipidico hepatico.
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We have read with great interest the work by Kohly et al. recently published in
Hepatology (1) describing a model of obesity and nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD) generated by a diet with high amounts of fat and carbohydrates. Another way
to implement a model of hepatic damage is the dietary depletion of methyl donor
groups, such as choline or betaine (2, 3), which leads to nonalcoholic steatohepatitis
(NASH). Other studies have reported that the supplementation with this kind of
molecules can induce epigenetic changes and regulate the gene expression profile (4).
In this sense, we hypothesized that dietary methyl donor supplementation could be
able to reverse the negative effects of a nutritional model of nonalcoholic fatty liver in

rats.

To confirm this concept, we performed a study with 48 male Wistar rats that were
divided into four dietary groups with 12 rats each; control diet (C), methyl donor
supplemented control (Csupl), high fat-sugar diet (HFS) and HFS diet supplemented
with methyl donor groups, including betaine, choline, vitamin By, and folic acid (HFS
supl). Chow (2014, Harlan Teklad Global Diets) and obesogenic diets (D12451,
Research Diets) were provided ad libitum and food intake was not affected by dietary
treatment. The initial and final total fat mass, as well as the final fat content in the
liver, were measured by EchoMRi analyzer (5). After eight weeks of dietary treatment,

the animals were sacrificed and tissues and plasma were frozen for later analysis.

The obesogenic model was successfully achieved, showing statistical differences (p <
0.01) between C and HFS fed rats in different phenotypical variables such as body and
fat depot weights and total fat. The analyses of plasma parameters revealed an
increase in the atherogenic index. Moreover, the obesogenic diet induced an increase
in liver fat stores when compared to the C group and, and as hypothesized, this

damage was partially reversed with the methyl donor supplementation (Figure 1).

Summing up, the HFS diet led to an obese and NAFLD phenotype characterized by an
increase in liver lipid accumulation. A nutritional supplementation with a cocktail of
methyl donors partially reversed this extra-adipose lipid accumulation. These data

suggest that a methyl donor supplementation might prevent the establishment of
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NAFLD, a previous phase of NASH and cirrhosis, and that different epigenetic changes

altering the expression of genes related with liver fat metabolism could be involved.
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Figure 1. Hepatic fat content measured by EchoMRi analyzer. Data are presented as means * SD.
Differences were analyzed by two-way ANOVA (Diet X Supplementation). (C; control diet, C supl; methyl
donor supplemented control diet, HFS; high fat-sugar diet, HFS supl; methyl donor supplemented high
fat-sugar diet). Different letter means significant differences between groups. n.s., non statistical
significance; *, p<0.05, ***, p<0.001
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Resumen

La enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD) es una de las primeras
manifestaciones hepaticas del sindrome metabdlico, cuya progresidon puede provocar
cirrosis o hepatocarcinoma. Interesantemente, la suplementacién dietética con
sustancias donadoras de grupos metilo podrian evitar la acumulaciéon hepatica de

triglicéridos inducida por la dieta.

Un total de 24 machos y 28 hembras ratas Wistar fueron asignadas aleatoriamente a
tres diferentes grupos dietéticos durante 8 semanas: dieta control, dieta rica en grasa
y sacarosa y dieta rica en grasa y sacarosa suplementada con un céctel basado en
sustratos donantes de grupos metilo (colina, betaina, vitamina By, y acido fdlico).
Después del tratamiento dietético se realizaron medidas somaticas, bioquimicas,

transcriptdmicas y epigenéticas.

Las ratas alimentadas con la dieta HFS presentaron un fenotipo de obesidad y
alteraciones en las medidas bioquimicas relacionadas con la homeostasis lipidica y de
la glucosa. La suplementacién con grupos metilo revirtié de forma significativa el
incremento de triglicéridos hepaticos originado por la ingesta de la dieta obesogénica.
El andlisis epigenético del promotor de la acido graso sintasa (FASN) mediante

espectrometria de masas por MALDI-TOF mostré cambios debidos a la dieta
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obesogénica en los sitios CpG localizados en -1096, -780, -778 y -774 respecto al inicio
de la transcripcién en ambos sexos. La suplementacion con donantes de grupos metilo
modifico los niveles de metilacion en los CpGs -852, -833, -829, -743 y -733 de forma
dependiente del sexo. El analisis de la expresion de FASN en machos describié una

tendencia a su modificacion.

Nuestros resultados confirmaron la hipdtesis de que la suplementacién con sustancias
prometilantes podria prevenir la acumulacién hepatica de triglicéridos inducida por la
ingesta de la dieta obesogénica tanto en machos como en hembras. Cambios en el
patrén de expresion hepatico, asi como mecanismos epigenéticos relacionados con la
hipermetilacion del promotor de FASN podrian estar involucrados en la mejora del

NAFLD inducida por los grupos metilo.
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ABSTRACT

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is one of the first hepatic manifestations of
metabolic syndrome, whose progression can lead to cirrhosis and hepatic carcinoma.
Interestingly, methyl donor supplementation could improve obesogenic diet-induced

hepatic triglyceride accumulation.

The aim of this research is to describe methyl donor effects on a high-fat-sucrose (HFS)
diet in both sexes and epigenetic changes induced on Fatty Acid Synthase (FASN)
promoter methylation pattern as well as gene expression of NAFLD key metabolic

genes.

24 male and 28 female Wistar rats were assigned to three dietary groups: control, HFS
and HFS supplemented with methyl donors (choline, betaine, vitamin By, and folic
acid). After eight weeks of treatment, somatic, biochemical, mRNA and epigenetic

measurements were performed.

Rats fed the HFS diet presented an overweight phenotype and alterations in plasma
biochemical measurements. Methyl donor supplementation reverted the HFS-diet-
induced hepatic triglyceride accumulation. Analysis of FASN promoter cytosine
methylation showed changes in both sexes due to the obesogenic diet at -1096, -780, -
778 and -774 CpG sites with respect to the transcriptional start site. Methyl donor
supplementation modified DNA methylation at -852, -833, -829, -743 and -733 CpGs
depending on the sex. RT-PCR analysis confirmed that FASN expression tended to be

altered in males.

Our findings reinforce the hypothesis that methyl donor supplementation can prevent
hepatic triglyceride accumulation induced by obesogenic diets in both sexes. Changes
in liver gene expression profile and epigenetic-mediated mechanisms related with
FASN DNA hypermethylation could be involved in methyl donor-induced NAFLD

improvement.

KEY WORDS: Obesity, NAFLD, DNA methylation, high fat sucrose diet
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INTRODUCTION

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is characterized by a triglyceride
accumulation in hepatocytes that can affect their normal function (Angulo 2002).
NAFLD prevalence is rising in parallel with the obesity pandemic being related to
cardiovascular risk (Chen et al. 2010; Edens et al. 2009) and insulin resistance (Koot et
al. 2011). This disease (NAFLD) is considered the primary hepatic manifestation of
metabolic syndrome, being the cause of several metabolic disorders (Fu et al. 2011).
Furthermore, the increase of liver triglyceride depots can progress to Non-Alcoholic
Steatohepatitis (NASH) and later, to cirrhosis, that represents an irreversible stage that
may end in hepatic carcinoma, liver transplantation or a hepatic-related complication

death (Ekstedt et al. 2006).

Besides genetic make-up, unhealthy lifestyles including physical inactivity and
obesogenic diets are involved in early onset of fat accumulation in the liver (Carmiel-
Haggai et al. 2005; Gaemers et al. 2011; Moore et al. 2010). At this stage, adipokines
such as visfatin or proinflammatory cytokines like TNF alpha, IL-6 or IL-10 (Dinant et al.
2007; Jarrar et al. 2008) as well as enzymes such as Fatty Acid Synthase (FASN), one of
the key metabolic genes for de novo lipogenesis, may play a role in the pathogenesis of
NAFLD. In this pathway acetyl CoA carboxylase alpha (ACACA) catalyzes the conversion
of acetyl CoA to malonyl CoA and FASN catalyzes the conversion of this molecule into
long chain saturated fatty acids (Strable et al. 2010). Both enzymes are directly
regulated by sterol regulatory elements binding protein (SREBP), which is a regulatory
transcription factor (Eberle et al. 2004; Kohjima et al. 2007). Other possible mediators
in liver steatosis evolution are fatty acid binding proteins (FABP), which have roles
including fatty acid uptake, transport and metabolism, lipases, such as monoglyceride
lipase (MGLL) that hydrolyzes triglycerides to fatty acids and glycerol, or chemokine
ligand 2 (CCI2), a cytokine involved in the inflammatory response and atherosclerosis

(Bastarrachea RA et al. 2007).

The research of dietary models of NAFLD and development stages in animal models

include the assessment of changes by methyl donor group administration on the diet,
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with depletion of choline and methionine (Rinella et al. 2008; Vetelainen et al. 2007),
or of vitamin By, and folic acid (Brunaud et al. 2003). These impairements alter the
hepatic epigenetic profile and accelerate the progression from slight liver injury to
cancer (Pogribny et al. 2009; Starlard-Davenport et al. 2010). On the contrary, a
promethylation cocktail including choline, betaine, folic acid and vitamin By, in a
transgenerational model of obesity in agouti mice produced phenotypical and
epigenetic alterations, where the agouti transposon was blocked and heritable obesity

minimized (Waterland et al. 2008).

Previous published studies have tested methyl donor dietary supplementation in a
model of obesity and NAFLD in male adults Wistar rats and have demonstrated an
improvement in liver fat accumulation (Cordero et al. 2011b). The objective of this
research is to describe the effects of methyl donor supplementation following an
obesogenic diet in both sexes with special focus on the possible epigenetic changes
induced in the methylation pattern of FASN promoter as well as gene expression of key

metabolic genes in de novo lipogenesis and related to lipid metabolism in the liver.

MATERIAL AND METHODS

Animals, diets and experimental design

A total of 24 male and 28 female twelve-week-old Wistar rats (initial body weight 238
+5and 177 + 2 g respectively ) supplied by the Applied Pharmacobiology Center (CIFA,
Pamplona,Spain), were housed at 21-23 °C with a 12 h light cycle (8 am — 8 pm) and
assigned to three different dietary groups; control (C, n=7 males and 9 females), high-
fat-sucrose (HFS, n=9 males and 9 females) and high-fat-sucrose supplemented group
(HFSsupp, n= 8 males and 10 females) as previously described (Cordero et al. 2011b).
The Control group was fed a standard chow diet (2014 Teklad Global 14% Protein
Rodent Maintenance Diet, Harlan Iberica, Barcelona, Spain) containing 20% of the
energy as protein, 67% as carbohydrate and 13% as lipid in dry weight, whereas HFS

groups were fed an obesogenic diet (D12451, Research Diets, New Brunswick, NJ, USA)
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containing 20% of the energy as protein, 35% as total carbohydrates (17% sucrose) and
45% as fats in dry weight. Finally, a methyl donor supplementation cocktail that
contained betaine (5 g/kg diet, Sigma-Aldrich, Missouri, USA), choline (5.37 g/kg diet,
Sigma-Aldrich, Missouri, USA), folic acid (5.5 mg/kg diet, Sigma-Aldrich, Missouri, USA)
and vitamin By, (0.5 mg/kg diet, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) was mixed with HFS
powderized pellets to obtain the HFS methyl supplemented diet. In order to maintain
the same diet consistency, chow and HFS pellets were also powderized for the other
two dietary groups. After 8 weeks of ad libitum dietary treatment, the animals were
euthanized, blood was collected and plasma stored at -20 °C, while samples of liver,
adipose depots (subcutaneous, retroperitoneal, perigonadal and mesenteric) and
gastrocnemius muscle were carefully dissected, weighed and stored immediately at -
80 °C. All the procedures performed agreed with the National and Institutional

Guidelines of the Animal Care and Use Committee at the University of Navarra.
Serum measurements

Plasma glucose (HK-CP kit; ABX diagnostic, Montpellier, France), HDL-cholesterol (HDL
direct CP; ABX diagnostic, Montpellier, France), lactate (L-Lactate; Randox Laboratories
Ltd., Crumlin, UK), triglycerides (Triglycerides; Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK)
and homocysteine (Homocysteine Enzymatic Assay; Demeditec Diagnostics, Kiel,
Germany) levels were measured using automated COBAS MIRA equipment
(Roche,Basel, Switzerland). Plasma insulin levels were determined by ELISA (Mercodia
AB, Uppsala, Sweden) in automated TRITURUS equipment (Grifols International S.A.,

Barcelona, Spain).
Hepatic triglyceride content

Liver samples were homogenized with a Branson Sonifier 250 (Branson Ultrasonic
Corporation, Danbury, USA) and triglyceride content was measured with a commercial
reagent kit (ABX Pentra, Montpellier, France) adapted for the COBAS MIRA equipment

(Roche, Basel, Switzerland).
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Determination of FASN promoter methylation status

The quantitative analysis of DNA methylation in the promoter region of FASN was
performed using an Sequenom EpiTyper approach (Sequenom, CA, USA), which relies
on base-specific cleavage followed by MALDI-TOF mass spectrometry (Milagro et al.
2011). Briefly, genomic DNA was extracted from liver samples by using the QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen Gmbh, Hilden, Germany) and 500 ng were modified by using
Epitec Bisulfite Kit (Qiagen Gmbh, Hilden, Germany). Primers designed for quantitative

analysis of the degree of FASN promoter methylation levels were

aggaagagagAAGTAAGGTTTTGAGGTTTTGGTTT for forward (5'=>3') and
cagtaatacgactcactatagggagaaggctCTCAAACACCCACCCTTTCTATAAC for reverse primers
(5'=>3'), amplifying from -1,177 to -688 with respect to the transcriptional start site.
PCR products were excised from agarose gels, purified, treated with shrimp alkaline
phosphatase to dephosphorylate unincorporated dNTPs and later processed by
MassArray Matrix Liquid Handler. Samples were heat-inactivated and subsequently
incubated with Transcleave mix for concurrent in vitro transcription and base-specific
cleavage. After deionization with Sequenom resin, samples were transferred to the
spectroCHIP array by nanodispensation. Analysis with the Sequenom MALDI-TOF MS
Compact Unit was performed following a 4-point calibration with oligonucleotides of
different mass provided in the Sequenom kit. Matched peak data was exported using

EpiTyper software and analyzed (CpGs shown in figure 2).

Real time PCR

Total RNA was isolated from the liver according to Trizol manufacturer’s instructions
(Invitrogen, CA, USA) and purified with the RNeasy kit (Qiagen, MD, USA). cDNA was
synthesized using RT2 Standard Kit as described by suppliers (Qiagen, MD, USA). Next,
guantitative real-time PCR was performed using ABI PRISM 7900 HT Fast Real-Time
PCR system (Applied Biosystems, TX, USA) with RT2 qPCR commercial primers (Qiagen,
MD, USA): SREBPF1 (XM_213329), ACACA (NM_022193), FASN (NM_017332), MGLL
(NM_138502), CCL2 (NM_031530) and FABP4 (NM_053365). Fold change between

-AACt

groups was calculated using the 2 method. The gene expression levels were
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normalized with B-actin (ACTB, NM_031144), glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH, NM_017008) and cyclophilin A (PPIA, NM_017101) as internal

controls and using Genorm Software.
Statistical analysis

All results are expressed as means * standard error (SE). Data was evaluated separately
by sex using one-way ANOVA followed by a DMS post-hoc test for multiple
comparisons (C, HFS, HFSsupp). The level of probability was set at p<0.05 as
statistically significant. All analyses were performed using SPSS 15.0 package for

Windows (Chicago, IL, USA).

RESULTS

As expected, HFS induced an obese phenotype in both sexes (tables 1 and 2), although
no relevant differences were found between the rats fed the HFS and HFSsupp diets
regarding body weight gain, adiposity or muscle and liver weights. However, there was
an increase in liver fat accumulation due to HFS diet in both sexes (96%, p<0.01 in
males and 29%, p<0.05 in females) (Figure 1). Interestingly, the methyl donor
supplementation improved this adverse dietary effect and decreased the liver

triglyceride content in both males (30%, p<0.05) and in females (39%, p<0.01).

In this trial, the HFS diet induced a disruption of glucose homeostasis in male (Table 1)
rats but not in females (Table 2). Plasma glucose (17%, p<0.05) and insulin levels
(112%, p<0.001) were increased in males by the obesogenic diet but not in females,
whereas plasma lactate levels were also higher in males fed a HFS diet (28%, p<0.05)
with a reversion due to the methyl supplementation (-33%, p<0.05). In females a HFS-
diet decreased cHDL levels (-29%, p<0.05), which was reverted by the methyl donor
supplementation (34%, p<0.05).

The analysis of the DNA methylation patterns of the FASN promoter in males (Figure
2A) showed a significant hypomethylated status (p<0.001) at CpG1 in the HFS and
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HFSsupp groups when compared to the control group. Interestingly, CpG10-11 was
hypermethylated (164%, p<0.01) in the HFSsupp as compared to control group, while
the HFS group showed an intermediate value with no statistical differences with either

of the other two groups. The obesogenic diet also decreased the methylation levels of

Table 1. Weight-related and plasma measurements of male Wistar rats after eight weeks of dietary treatments.
Male Dietary Groups

C(n=7) HFS (n=9) HFSsupp (n=8) ANOVA
Weight-related measurements
Weight gain (g) 1526+ 7.3 @ 191.8 + 13.0 b 198.8 + 14.0 b *
Subcutaneous WAT (%) 1.89 + 0.09 @ 314+ 019 b 310+ 0.13 b *EE
Retroperitoneal WAT (%) 2.83+ 0.25 2 365+ 0.16 P 372+ 021 b *
Epididymal WAT (%) 232+ 020 2 310+ 0.11 b 332+ 020 b **
Mesenteric WAT (%) 1.06 + 0.11 @ 145+ 0.09 ® 145+ 013 b *
Liver (%) 232+ 0032 237+ 0.06 @ 225+ 0.05 @ ns
Gastrocnemius muscle (%) 0.54 + 0.02 @ 0.51+0.01 2 0.51+0.01 @ ns
Plasma values
Glucose (mg/dL) 1145+ 532 1340+ 4.76b 1229 + 5.4 ab *
HDL cholesterol (mg/dL) 69.2+ 382 720+ 282 796+ 3.0°2 n.s.
Triglycerides (mg/dL) 1084+ 882 1000+ 1132 103.1+ 962 n.s.
Lactate (mg/dL) 256+ 3.2ab 328+ 322 21+ 11b *
Homocysteine (umol/L) 179+ 102 187+ 312 143+ 102 n.s.
Insulin (nU/mL) 203+ 242 431+ 50°P 467+ 36°P ook

All the results are expressed as the mean + SE. Statistical analyses were performed using one way Anova
and Tukey post-hoc test. Different letters (a, b) indicate significant differences between groups of at
least p < 0.05. (WAT; white adipose tissue, C; control group, HFS; high-fat-sucrose group, HFSsupp; high-
fat-sucrose supplemented with methyl donors group, * p <0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001).

Table 2. Weight-related and plasma measurements of female Wistar rats after eight weeks of dietary treatments.

Female Dietary Groups

C(n=9) HFS (n=9) HFSsupp (n=10) ANOVA
Weight-related measurements
Weight gain (g) 68.7+59 a 1028+ 89 b 109.4 + 11.4 b *
Subcutaneous WAT (%) 140+ 0.14 2.02 + 0.26 ab 227+ 028 b *
Retroperitoneal WAT (%) 1.87+0.19 2 270+ 0.29 b 3.09+ 0.24 b ok
Periovaric WAT (%) 242 + 0.30 @ 3.53 + 0.49 2 3.84+ 0412 ns
Mesenteric WAT (%) 1.28 £ 0.18 2 163+ 0.19 2 1.62+0.21 2 ns
Liver (%) 2.18 + 0.03 2 2.14 + 0.06 2 2.24 + 0.07 2 ns
Gastrocnemius muscle (%) 0.59 + 0.02 @ 0.55 + 0.03 2 0.51 + 0.04 2 ns
Plasma values
Glucose (mg/dL) 1034+ 6.12 1089+ 372 1193+ 6.72 n.s.
HDL cholesterol (mg/dL) 56.8+ 432 404+ 46° 542+ 452 *
Triglycerides (mg/dL) 8.5+ 692 577+ 532 741+ 1322 n.s.
Lactate (mg/dL) 27.8+ 432 261+ 342 343+ 472 n.s.
Homocysteine (umol/L) 156+ 112 152+ 082 141+ 092 n.s.
Insulin (uU/mL) 155+ 472 164+ 332 212+ 452 n.s.

All the results are expressed as the mean + SE. Statistical analyses were performed using one way Anova
and Tukey post-hoc test. Different letters (a, b) indicate significant differences between groups of at
least p < 0.05. (WAT; white adipose tissue, C; control group, HFS; high-fat-sucrose group, HFSsupp; high-
fat-sucrose supplemented with methyl donors group, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001).
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Figure 1. Hepatic triglyceride content (in umol of triglycerides per gram of tissue) in (A) male and (B)
female Wistar rats. Different letters indicate significant differences between groups of at least p < 0.05
(C; control group - white, HFS; high-fat-sucrose group - grey, HFSsupp; high-fat-sucrose supplemented
with methyl donors group - black).

CpG17-18-19 (-50%, p<0.001 HFS and -47%, p<0.001 HFSsupp) in males. In females
(Figure 2B), CpG1 was hypomethylated by the obesogenic diet (p<0.001), as opposed
to the area covered by CpG9 and CpG10-11 which showed significant changes due to
the HFS diet (133%, p<0.05 and 104%, p<0.001) and the methyl donor
supplementation increased this dietary effect (71%, p<0.05 and 34%, p<0.001),
showing an additional effect between diet and methyl donor supplementation. CpG17-
18-19 methylation profile was also similar to that presented in males, with a
hypomethylation due to the obesogenic diet (-40%, p<0.01 HFS and -44%, p<0.01
HFSsupp). There was also a hypermethylation of CpG20-21 induced by the methyl
donor supplementation when compared to both C and HFS diets (767%, p<0.001),
which showed a lower methylation percentage than the control group (-72%, p<0.01).
Finally, in females, promoter methylation mean values did not change due to diet, but
presented a significative increase (40%, p<0.05) when comparing HFS with HFS
supplemented diet.

Additionally, the hepatic expression of some key genes involved in lipid metabolism-

related genes was analyzed by RT-PCR in male Wistar rats (figure 3). Regarding de novo

89



Resultados

lipogenesis pathway, significant changes were found in ACACA expression (p<0.01),

which was 66% higher due to methyl donor supplementation. Whereas, SREBPF1 and
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Figure 2. Quantitative DNA methylation analysis using MassARRAY system for FASN promoter in liver
tissue from (A) male and (B) female Wistar rats (TSS; transcriptional start site). The results are shown as
percentages of methylation. All results are expressed as mean + SD. Different letters indicate significant
differences between groups of at least p < 0.05 (Control group, white; high-fat-sucrose group, grey;
high-fat-sucrose supplemented with methyl donors group; black; ** p <0.01, *** p < 0.001).

FASN only showed a trend to increase (p=0.095 and p=0.082). The cytokine CCL2 was
markedly downregulated (-76%, p<0.05) by methyl supplementation when compared
to controls, with no significant changes induced by HFS diet. The lypolitic enzyme

MGLL showed a decrease in the mRNA expression levels in rats fed the obesogenic diet
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(-30%, p<0.05). Finally, FABP4 did not show significant differences (p=0.093) between

the experimental dietary groups.
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Figure 3. Expression levels (MRNA) of SREBPF1, CACA, FASN, MGLL, CCL2 and FABP4 measured by RT-
PCR in liver from C, HFS and HFSsupp groups in male Wistar rats. Data are presented as mean * SE
measured in arbitrary units after normalization with ACTB, GAPDH and PPIA. Different letters in the
same gene indicate statistically significant differences between groups of at least p < 0.05. (control
group, white; high-fat-sucrose group, grey; high-fat-sucrose supplemented with methyl donors group,
black; * p <0.05, ** p<0.01).

DISCUSSION

NAFLD is the main early liver manifestation of the metabolic syndrome, and has a close
association with obesity (Moore et al. 2010). The increased fat depots tend to expand
to the visceral organs affecting their functionality (Guri et al. 2011). In this way, this
research has been designed to be focused on the initial stage of liver damage, NAFLD,
since it could potentially be easier to treat or revert than more advanced stages such
as NASH or cirrhosis. For that reason, it was decided to supplement HFS diet for a
period of eight weeks, when obese phenotype was at the beginning (Cordero et al.
2011b; Milagro et al. 2006). We analyzed all variables according to the sex, as gender is
a factor that appears to confer differential vulnerability to obesogenic diets (Clark et al.
2011), since many of the relevant studies in this field have been conducted only in

males. In this way, previous investigations have described that obesity-linked disorders
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such as insulin and glucose homeostasis or fat depot distributions differ between sexes
(Priego et al. 2008). It is also known that steroid hormones can play a role in
metabolism, accumulation and distribution of the different adipose depots (Mayes et
al. 2004). Thus, we decided to analyze in a separate way males and females and also,
to avoid possible disturbances and errors derived from hormonal status, we

determined gene expression only in male rats.

Biochemical variables were affected by an obesogenic diet and methyl donor
supplementation. In males, the increase in insulin levels due to HFS diet (Boque et al.
2009) was not enough to control glucose circulating levels. Methyl donor
supplemented groups presented an intermediate value that suggests a partial
protection of these methyl substrates on glucose homeostasis. In this sense, previous
studies during the perinatal nutrition period have shown that maternal folic acid
supplementation decreases glucose levels in the offspring (Chmurzynska et al. 2011),
while its depletion, together with low choline levels, leads to increased plasma glucose
levels (Maloney et al. 2009). However, other studies have reported that hepatic
steatosis could be associated to increased lactate levels (Kalhan et al. 2011). Lactate
can be used as a substrate activating liver gluconeogenesis, which may contribute to
increase glucose levels. However, HDL cholesterol, an atherogenic protective factor, is
decreased in animals fed obesogenic and sucrose enriched diets (Kamgang et al. 2005)
being known that this molecule removes cholesterol from the peripheral tissues
transporting it to the liver to be metabolized (Tall 2008). Interestingly, in this study a
methyl donor cocktail can present a beneficial cardiovascular effect in female Wistar
rats by increasing cHDL plasma levels during an obesogenic-proatherogenic dietary

treatment.

The dietary depletion of some micronutrients such as choline or betaine has been
repeatedly used to generate models of hepatic cirrhosis (Pogribny et al. 2009;
Tryndyak et al. 2011; Vetelainen et al. 2007) and betaine supplementation has been
studied as a potential hepatoprotective substrate (Kathirvel 2010). Folic acid and
vitamin By, have mainly been studied in periconceptual periods to prevent neural tube

defects and future congenital diseases (Ba et al. 2011; Chmurzynska et al. 2011;
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Dhobale et al. 2011; Wilson et al. 2007). The effects of these two promethylating
vitamins are related with epigenetic changes in the offspring due to the accessibility of
the DNA during early development (Ozanne et al. 2007). The supplementation cocktail
we used, was tested in agouti mice and it was found that the agouti transposon was
blocked by epigenetic silencing, whereas transgenerational heredability of obesity and
skin colour was interrupted (Waterland et al. 2008). A previous investigation of our
group (Cordero et al. 2011b) reported that the diet supplementation of promethyling
agents during adulthood had a positive impact effect on hepatic triglyceride
accumulation. According to the biochemical onset of this disease, different studies
have reported that changes in epigenetic marks could be related to liver damage. For
example, insulin resistance levels in patient with NAFLD showed a relation with
PPARgamma hepatic methylation levels (Sookoian et al. 2010) and maternal
hypoproteinic diet is related to changes in Igf2 methylation levels in the offspring
(Gong et al. 2010). On the other hand, obesogenic diets also have the potential to
modify the epigenome (Campion et al. 2009), mainly during perinatal periods
(Martinez et al. 2012; Vucetic et al. 2010), but also in adulthood (Lomba et al. 2010).
On the contrary, the epigenetic pattern may also act as a response element for dietary
treatments (Cordero et al. 2011a; Milagro et al. 2011). In this context, changes in FASN
methylation in epididimal adipose tissue induced by the intake of an obesogenic diet
have been reported in Wistar rats (Lomba et al. 2010). Our results concerning this key
enzyme of de novo lipogenesis evidenced changes in its methylation pattern induced

by an obesogenic diet, but also by the methyl donor supplementation.

On the other hand, in NAFLD stage the liver increases the uptake and synthesis of fat
(Angulo P 2002). Thus, obese rats overexpress genes involved in de novo lipogenesis,
including SREBPF1, ACACA and FASN. SREBPF1 is an activator of many enzymes from
this pathway and also for ACACA and FASN (Kohjima et al. 2007). In this research we
found a correlation (Electronic Supplementary Material, figure 4) between SREBPF1
expression and ACACA (p<0.05, r=0.477) and also with FASN (p<0.05, r=0.463). These
outcomes concluded that lipid synthesis in the liver is increased by the obesogenic diet

and also by methyl donor supplementation. On the other hand, MGLL lipase is involved
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in the activation of intracellular triglyceride hydrolysis to fatty acids and glycerol. In our
study, MGLL expression profile showed a decrease attributable to HFS effect. The
impact on lipogenic and lipolytic pathways suggests that methyl donor
supplementation of a HFS diet increases the total amount of triglycerides produced by
the liver decreasing their accumulation, so the explanation could be described in a lipid
storage-mobilization and lipolysis more than on synthesis. However, liver FFA uptake is
also increased in metabolic syndrome and obesity, in such a way that this situation
affects their accumulation in the liver. The analysis of FABP4 expression levels, a
protein implicated in fatty acid uptake and upregulated in metabolic syndrome and
obesity (Terra et al. 2011), revealed no statistical differences. This FABP isoform is
highly expressed in adipose tissue but it has been also associated in liver with fat
accumulation in this organ (Westerbacka et al. 2007). Curiously in our study the
obesogenic diet induced a trend to increase FABP4 gene expression (p=0.093) that was
reverted by methyl donor supplementation. Finally, although we described differences
in NAFLD gene expression profile, the pathways that unravel the decrease showed in
hepatic triglycerides content are still uncertain being necessary other studies to

deepen into these mechanisms.

Contrary as expected, methylation levels in FASN promoter did not correlate with its
gene expression levels. It should be kept in mind that the expression of this gene is not
only regulated by DNA methylation; there are other epigenetic mechanisms such as
histone modifications or microRNA regulation that could affect mRNA levels (Campion

et al. 2009).

It appears that methyl donors do not influence fat accumulation in adipose tissue but it
seems that methyl donors affect only the fat accumulation in liver (Perseghin 2011).
The treatment with methyl donors may not be effective against obesity itself, but this
dietary supplementation could decrease the prevalence of NAFLD as the main hepatic
manifestation of metabolic syndrome, with all the comorbidities associated to this
disease including insulin resistance. In this way, even if this work could be an useful
tool in the treatment of NAFLD there are some limitations that researchers have to

evaluate in a cautious and appropriate manner, such as the number of individuals, the
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measurement of gene expression only in males or the possibility to include other

technique in order to validate Sequenom results.

Summing up, supplementation with methyl donor groups in obesogenic diets reverted
NAFLD development and associated features in both sexes. One possible mechanism
involved in this alteration is by affecting the epigenetic machinery and by inducing
DNA hypermethylation or hypomethylation. Indeed, changes in DNA methylation
patterns on the FASN gene promoter were associated with the obesogenic diet intake

and also with the dietary supplementation with methyl donors.
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Resumen

Antecedentes & objetivos: La enfermedad de higado graso no alcohdlico es una de las
principales manifestaciones del sindrome metabdlico. La suplementacién con
sustancias donantes de grupos metilo podrian proteger de esta enfermedad en un
origen temprano de su evolucién. Nuestro objetivo fue investigar los mecanismos
transcriptdmicos y epigenéticos implicados en la acumulacion de grasa en el higado
como resultado de una dieta obesogénica y el papel de la suplementacién de las

sustancias donadoras de grupos metilo.

Métodos: 48 ratas Wistar machos fueron asignadas a cuatro diferentes grupos
dietéticos durante 8 semanas; control, control suplementado con sustancias
prometilantes, rico en grasa y sacarosa y rico en grasa y sacarosa suplementado con un

cOctel de betaina, colina, vitamina By, y acido fdlico.

Resultados: La acumulacién de grasa en el higado inducida por una dieta rica en grasa
y azUcares simples (HFS) fue prevenida en los animales alimentados con la dieta HFS y
suplementados con sustancias donadoras de grupos metilo. Respecto a los resultados
del microarray, fueron seleccionados doce genes (Lepr, Btc, Srebf2, Mme, Fbxo21,

Agpat3, Esrl, Mif, Mst1, Fatl, Gsr, Acpl) y positivamente validados mediante RT-PCR.
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La metilacion global del ADN en el higado disminuyd con la suplementacién con grupos
metilo, pero sélo en los animales alimentados con una dieta control. Los niveles de
metilacion de varios sitios CpG de los promotores de Btc, Srebf2, Mme y Mif
presentaron cambios debidos tanto a la dieta obesogénica como a su suplementacion
con sustancias pormetilantes, aunque se encontrdé una asociacién con los niveles de
ARNm cuantificado. Interesantemente, los niveles de metilacién en el sitio CpG 23_24
de Srebf2 (correspondiente a -167pb y -156pb respecto del inicio de la transcripcién)
se correlacionaron con el HDL colesterol plasmatico, mientras que el nivel de
metilacion de Esrl en su CpG 14 (-2623pb) fue asociado al peso y a la cantidad de grasa

corporal y hepatica.

Conclusiones: El incremento de grasa hepatica inducido por una dieta HFS fue
prevenido por la suplementacidon con sustancias donadoras de grupos metilo. Tanto la
dieta como la suplementacién modificaron el perfil hepatico de ARNm y la metilacién

del ADN de los promotores de genes especificos.
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ABSTRACT

Background & aims: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease is an important metabolic
syndrome feature. Dietary methyl donor-supplementation may protect this disorder
during early developmental stages. The aim was to investigate the transcriptomic and
epigenetic mechanisms implicated in liver fat accumulation as a result of an

obesogenic diet and the role of dietary methyl donors.

Methods: Forty-eight male Wistar rats were assigned into four dietary groups for 8
weeks; control, control methyl-donor-supplemented, high-fat-sucrose and high-fat-
sucrose supplemented with a cocktail containing betaine, choline, vitamin B, and folic

acid.

Results: Liver fat accumulation induced by a high-fat-sucrose (HFS) diet was prevented
by methyl donor supplementation in HFS-fed animals. According to microarray results
twelve genes (Lepr, Btc, Srebf2, Mme, Fbxo21, Agpat3, Esrl, Mif, Mstl, Fatl, Gsr,
Acpl) were selected and positively validated by RT-PCR. Liver global DNA methylation
was decreased by methyl donor supplementation, but only in control-fed animals.
Methylation levels of several CpG sites from Btc, Srebf2, Mme and Mif promoter
region showed changes due to the obesogenic diet and the supplementation with
methyl donors, although no associations with mRNA levels were found. Interestingly
Srebf2 CpG23_24 methylation levels (corresponding to -167bp and -156bp respect to
the transcriptional start site) correlated with HDLc plasma levels, whereas Esrl CpG14
(-2623bp) methylation levels were associated with body and liver weights and fat

content.

Conclusions: HFS diet-induced liver fat accumulation was prevented by methyl donor
supplementation. Both obesogenic diet and methyl donor supplementation modified
the mRNA hepatic profile as well as global and specific gene promoters DNA

methylation.

Key words: Liver steatosis; methyl donor supplementation; obesity; high-fat-sucrose

diet; epigenetic; DNA methylation; microarray; NAFLD; promoter; Srebf2; Esrl
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INTRODUCTION

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD), a highly prevalent liver disease, is defined
as a pathological accumulation of the triglycerides on the hepatocyte in absence of
alcohol consumption [1]. NAFLD is considered the first hepatic manifestation of the
metabolic syndrome affecting up to 60-70% of diabetic and obese patient [2], whose
progression leads to Non-Alcoholic Steatohepatitis (NASH) and cirrhosis, that may end
in hepatocellular carcinoma or hepatic-related complication death [3]. However,
NAFLD is a reversible stage of the hepatic injury and weight loss usually improves it,

which is accompanied by an improvement of metabolic syndrome markers [4].

Liver is the primary organ responsible for regulating lipid and glucose metabolism,
including lipogenesis, fatty acid oxidation, glycogenesis and glycogenolysis [5]. Because
the liver plays a central role in whole body lipid metabolism, NAFLD leads to changes
on transcriptional status that may compromise final protein/enzyme conformations
and functionalities and contribute to the onset and progression of many chronic

diseases, including atherosclerosis, diabetes and obesity [5-7].

The epigenetic marks are particularly prone to change during embryogenesis [8],
gestation and lactation [9], although it has been demonstrated that some
environmental changes could induce variations in DNA methylation profile during adult
life. In the last years, several examples of dynamical changes in DNA methylation due
to nutritional intervention have been reported in humans including caloric deprivation
[10, 11], obesity [12], vegetarian [13] and protein-restricted diets [14], and after
micronutrient supplementation [15, 16]. In this sense, the effects of methyl donor
supplementation has been studied in both human and animal models during

pregnancy [17, 18] and adulthood [19, 20].

The aim of this study was to analyze/investigate the transcriptomic and epigenetic
mechanisms implicated in liver fat accumulation after consuming an obesogenic diet
and the protective effect by methyl donor supplementation. With this purpose, we
performed a gene expression microarray subsequently validated by RT-PCR, as a

transcriptomic tool, and, as an epigenetic approach we measured liver global DNA
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methylation and the specific promoter methylation status on some key metabolic

genes.

MATERIAL AND METHODS
Animal, diets and experimental design

A total of 48 male twelve-week-old Wistar rats (initial body weight 34643 g) supplied
by the Applied Pharmacobiology Center (CIFA, Pamplona, Spain) were housed at 220C
with 12h-light cycle (8 a.m. — 8 p.m.) and assigned to four different dietary groups;
control diet (C, n=12), control supplemented with methyl donors (C supp, n=12), high-
fat-sucrose diet (HFS, n=12) and high-fat-sucrose supplemented with methyl donors
(HFS supp, n=12). Control diet groups were fed a standard chow diet (2014 Teckland
Global 14% Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan Iberica, Barcelona, Spain)
containing 20% of energy as protein, 67% as carbohydrate and 13% as lipid, whereas
HFS groups were fed an obesogenic diet (D12451, Research Diets, New Brunswick,
New Jersey, USA) containing 20% of energy as protein, 35% as carbohydrates (17% as
sucrose) and 45% as lipid. A methyl donor supplementation cocktail was added to C
supp and HFS supp groups containing betaine (5g/kg diet, Sigma Aldrich, Missoury,
USA), choline (5.37 g/Kg diet, Sigma Aldrich, Missouri, USA), folic acid (5.5 mg/Kg diet,
Sigma Aldrich, Missouri, USA) and vitamin B, (0.5 mg/Kg diet, Sigma Aldrich, Missouri,
USA) as described by Waterland et al [18]. Animals were fed ad libitum for eight
weeks. At initial, intermediate and final points of intervention body length was
measured after anesthetized and total fat mass by magnetic resonance was also
guantified using an EcoMRI analyzer. After the dietary treatment, the animals were
euthanized, blood was collected and plasma stored at -202C, while samples of liver,
gastrocnemius and extensor digitorum longus (EDL) muscles and adipose tissue
(mesenteric, retroperitoneal, epididymal and subcutaneous depots) were dissected,
weighted and stored at -809C for later analysis. All the procedures were performed in
agreement with the National and Institutional guidelines of the Animal Care and Use

Committee at the University of Navarra.
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Total body, liver and muscle fat content

The initial, intermediate and final fat mass was measured by using EcoMRI analyzer
(Echo Medical Systems, Houston, Texas, USA), a quantitative magnetic resonance
technique as described elsewhere [21]. Scans were performed by placing animals into
a thin-walled cylinder with a plastic insert added to limit movement. Liver and
gastrocnemius and EDL muscle fat content were measured with an especial adaptor

for tissue samples scanning.
Plasma analysis

Plasma glucose (HK-CP kit; ABX diagnostics, Montpellier, France), triglycerides
(Triglycerides; Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK), free fatty acids (FFA) (NEFA-HR-
2 kit; WAKO Chemicals GmbH, Neusss, Germany), total cholesterol (Cholesterol-CP;
ABX diagnostics, Montpellier, France), HDL cholesterol (HDL direct-CP; ABX diagnostics,
Montpellier, France), homocysteine (Homocysteine Enzymatic Assays; Demeditec
Diagnosis, Kiel, Germany), alanine transaminase (ALT CP; ABX diagnostics, Montpellier,
France) and aspartate transaminase (AST CP; ABX diagnostics, Montpellier, France)
were measured using automated ABX Pentra c200 equipment (Horiba ABX Diagnostics,

Montpellier, France).
RNA isolation and reverse transcription

Total RNA (n=12 for each experimental dietary group) was extracted from frozen
hepatic tissue according to Trizol manufacturer’s instructions (Invitrogen, California,
USA). RNA quantity and quality were checked by Nanodrop 1000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific, Delaware, USA) and Experion Bioanalyzer automated
electrophoresis station (Bio-Rad Laboratories, California, USA). RNA was treated with
DNase using RNeasy Micro Kit as described by the suppliers (Qiagen, Maryland, USA)

and retrotranscripted with Ambion WT Expression Kit (Ambion, California, USA).
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Gene expression microarray

cDNA samples (n=6 for each experimental dietary group) were fragmented and labeled
with transferase applying WT Terminal Labeling kit (Affymetrix, California, USA). Gene
Titan Hybridation, Wash and Stain Kits (Affymetrix, California, USA) were used for
analyzing the Rat Gene 1.1 ST 24-Array Plate (Affymetrix, California, USA). Data were
normalized by Robust Multichip Average algorithm (RMA) and p-values adjusted by
Benjamini-Hochberg false discovery rate (FDR-BH). Array Studio statistical software

(OmicSoft Corporation, North Carolina, USA) was applied for processing the results.
Real-time PCR

Quantitative real-time PCR (n=12 for each experimental dietary group) was performed
by triplicate using ABI PRISM 7900 HT Fast real-time PCR system (Applied Biosystems,
Texas, USA) and Tagman primers (Applied Biosystems, Texas, USA) for leptin receptor,
(Lepr; Rn00561465 _m1), betacellulin (Btc; Rn00673281 _m1*), sterol regulatory
element binding transcription factor 2 (Srebf2; Rn01502638 m1*), membrane
metallo-endopeptidase (Mme; Rn00561572_m1*), F-box protein 21 (Fbxo21;
Rn1481517_m1*), 1-acylglycerol-3-phosphate = O-acyltransferase 3  (Agpat3;
Rn01428230 m1*), estrogen receptor 1 (Esrl; Rn01640372_m1*), macrophage
migration inhibitory factor (Mif; Rn00821234 g1*), macrophage stimulating 1 (Mst1;
Rn005777395_m1*), FAT tumor suppressor homolog 1 (Fatl; Rn00676791_m1*),
glutathione reductase (Gsr; Rn00588153 m1*), and acid phosphatase 1 (Acpl;
Rn00824605 g1). Fold change between groups was calculated using 2-AACt method.
cDNA integrity was checked with 18S (Hs99999901 sl1) probe and gene expression

levels were normalized with beta-actin (Actb; Rn00667869_m1*) as internal control.
DNA isolation

DNA from liver samples (n=12 for each experimental dietary group) was isolated using
the QlJAamp DNA mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and was quantified with
PicoGreen DNA Quantification Reagent (Invitrogen, California, USA) as previously

described [11].
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Global DNA methylation

Global DNA methylation was measured using [3H] dCTP extension assay [22]. Thus,
300 pg of genomic DNA (n=7 for each experimental dietary group) were digested by
triplicate overnight with Hpall or Mspl endonuclease enzymes according to
manufacturer’s protocols (New England Biolabs, Maryland, USA). Another DNA aliquot
was incubated without enzymes as background control. The single nucleotide
extension reaction was performed in a 28 UL reaction mix containing 280 ng of DNA, 1
X PCR Gold Buffer, 1.0 mM MgCl2, 0.28 U. of Ampitaq Gold polymerase (Applied
Biosystems, Texas, USA), 0.38 uL dCTP[5-3H] (American Radiolabeled Chemicals,
Missouri, USA) and incubated at 560C for 1 hour. 25 pL from each reaction were
applied on Whatman DE-81 ion-exchange filters (Whatman, Kent, UK) and air-dried for
1.5 hours. Then, filters were washed three times with Sodium-Phosphate buffer (0.5
M, pH 7.0) and radioactivity measured by liquid scintillation counting (Wallmac 1409,
Pharmacia, Uppsala, Sweden). Background results were substrated from enzyme-
treated samples and global DNA methylation calculated as described previously

described [22].

Methylation profile by MALDI-TOF mass spectrometry

Amplicons covering Btc, Srebf2, Mme, Agpat3, Esrl and Mif promoter regions were
designed (Table 1) and tested for Epityper approach (Sequenom, California, USA).
Thus, 500 ng of gDNA from each sample (n=4-6 for each experimental dietary group)
were bisulfite-converted by using EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, California,
USA). PCR products were run in an agarose gel to check their integrity and specificity.
Samples were treated with Shrim alcaline phosphatase and incubated with T-Cleave
Mix for later deionization with Clean Resin. Samples were dispensed onto SpectroCHIP
array (Sequenom, California, USA) by nanodispensation and measured by Sequenom
MALDI-TOFF MS Compact Unit. Epityper Software was used for data analysis [20]. The
CpG sites that presented statistical changes in their methylation levels were scanned
for the search of binding consensus motifs using Alibaba 2.1 TF Binding Prediction

Software [23].
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Table 1. Primer characteristics for Sequenom analysis.

GENE Strand Size (bp)  Primers Genomic region Amplificated CpGs Analyzed CpGs

Btc Right 400 L: aggaagagagGAAGGATTTAGTTGTGGGGTAGTTT chrl4: 18194097-18194496 9 9
R: cagtaatacgactcactatagggagaaggctAAAAAAAACCTCTCATATATCACCA

Srebf2 Forward 467 L: aggaagagag AAATTAGAGGAAGGTTG chr7: 120522233-120522699 44 35
R: cagtaatacgactcactatagggagaaggctTAAAAATCTCCATAATCTCCAAACC

Mme Right 425 L: aggaagagagGGAATGGTTAATTTTTAGTTTTTAAATGA chr2: 153031382-153031806 38 14
R: cagtaatacgactcactatagggagaaggctCTCCCCAATCACACTAATAAATCAC

Agpat3 Forward 458 L: aggaagagagG GGTTG GGAATTTATTA chr20: 10719378-10719835 14 13
R: cagtaatacgactcactatagggagaaggct CCTCAATATAAAATCCCTTCCCTTA

Esrl Forward 441 L: aggaagagagGGTTGGAG AGGAATGTT chrl: 35523480-35523920 17 17
R: cagtaatacgactcactatagggagaaggctCCTCCTTCTCCAACTAAAATACAAA

Mif Forward 500 L: aggaagagagTAAGGTAAGGAAGGATTG chr20: 13191520-13192019 24 21
R: cagtaatacgactcactatagggagaaggctATAACCCAAATCTAAAACCTAAACTAC

Chr., chromosome; bp, base pair

Statistical analysis

Results are expressed as means + standard error (SE). Data were evaluated using two
ways ANOVA test (Diet X Supplementation) followed by DMS post-hoc test for multiple
comparisons when applicable. One way ANOVA was used for the analysis of the
microarray results. The level of probability was set at p<0.05 as statistically significant.
Pearson’s rank correlation coefficient was used for comparing the two gene expression
measurement techniques, microarray and RT-PCR, in order to confirm the microarray
data and calculate expression levels with larger number of samples. Pearson’s rank
correlation was also used to link methylation status of relevant CpGs with the main
phenotype and biochemical variables. All the statistical analyses were performed using

SPSS 15.0 program for Windows (SPSS, lllinois, USA).

RESULTS

Animals fed ad libitum a HFS diet during eight weeks developed the usual obesity
phenotype of this experimental model (Table 2), showing an increase in body weight
clearly associated with higher body fat content and growth when compared with
control fed animals. Higher levels of liver fat depots and the weight of liver as well as
gastrocnemius and EDL muscle fat content were also induced by the obesogenic diet

with respect to control diet. On the other hand, methyl donor supplementation in rats
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fed the obesogenic diet induced some protection against liver fat accumulation mainly

found in with obesogenic diet fed groups.

Regarding biochemical variables/markers (Table 3), FFA levels were decreased in the
HFS fed rats. Furthermore, HFS feeding also augmented total and HDL cholesterol
plasma levels leading to affect atherogenic index value. The methyl donor
supplementation cocktail intake increased total plasma cholesterol by elevating both
LDLc and HDLc without altering the atherogenic index. Finally, transaminases
(AST/ALT) ratio, a biochemical marker for liver damage, decreased by the

administration of methyl donor substrates in control-fed rats (-22%).

Table 2. Phenotypic characteristics and fat depots distribution of different experimental groups.

ANOVA 2x2
C C supp HFS HFS supp DIET SUPP DIET x SUPP

Body weight (g) 402.6 + 10.0 404.6 + 8.1 479.6 + 135 472.8 £ 9.3 i ns ns
Body fat mas (g) 64.5 + 3.8 62.5+ 5.1 113.4 + 10.7 123.7 + 9.2 ok ns ns
Body growth (cm) 1.84 + 0.21 1.63 + 0.21 2.13 + 0.21 2.50 £ 0.18 ** ns ns
Liver

weight (g) 9.62 + 0.32 9.80 £ 0.26 11.26 + 0.45 10.64 + 0.33 ** ns ns

fat content (mg) 392.1 + 40.3 370.8 + 28.8 788.7 + 81.0 560.6 + 57.2 o * ns
Gastrocnemius muscle

weight (g) 2.06 + 0.08 2.07 £ 0.07 2.29 + 0.06 2.12 £ 0.05 -

fat content (mg) 949 + 2.7 99.9 + 2.7 114.8 + 5.2 112.8 + 3.8 ok ns ns
EDL muscle

weight (g) 0.70 + 0.02 0.68 + 0.02 0.72 £ 0.02 0.70 + 0.03 -

fat content (mg) 236+ 1.4 220+ 15 26.4+ 1.6 30.8 + 3.1 hid ns ns

Two way ANOVA test to analyze the interaction between diet and methyl donor supplementation. DMS
post-hoc test was applied when possible. Values are means + SE (n=12 for each experimental group).
EDL, extensor digitorum longus; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.
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Table 3. Biochemical characteristics of different experimental groups.

ANOVA 2x2
C C supp HFS HFS supp DIET SUPP  DIET x SUPP
Glucose (mg/dL) 127.1 + 5.4 1343 + 4.1 139.4 + 6.1 141.6 + 5.6 ns ns ns
Triglycerides (mg/dl) 1180+ 7.9 119.8 + 14.1 98.4 + 7.0 95.9 + 6.7 ns ns ns
Free fatty acids (mg/dL) 0.96 + 0.10 0.99 + 0.08 0.74 + 0.07 0.74 = 0.02 bl ns ns
Total cholesterol (mg/dL) 745 + 4.6 89.3+ 5.8 87.2+ 5.1 102.0 + 7.1 * * ns
HDL cholesterol (mg/dL) 223+ 0.8 253+ 1.0 205+ 1.1 239+ 1.3 ns i ns
LDL cholesterol (mg/dL) 286+ 4.1 40.0 + 6.7 44.1 + 3.0 58.9 + 6.1 kil * ns
Atherogenic index 3.32+ 0.11 3.51+ 0.12 4.06 + 0.09 4.26 + 0.17 ok ns ns
Homocysteine (ug/dL) 20.3+ 2.6 216+ 1.4 19.1+ 1.6 185+ 2.1 ns ns ns
AST/ALT 2.62 + 0.13% 2.04 + 0.08° 2.92 + 0.14%* 3.27 + 0.2° ik ns *x

Two way ANOVA test to analyze the interaction between diet and methyl donor supplementation. DMS
post-hoc test was applied when possible. Values are means * SE (n=10-12 for each experimental group).
Different letters indicate significant differences between groups of at least p<0.05. HDL, high density
lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine transaminase; *,
p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.

A nutrigenomic approach using a gene expression microarray was used for screening
novel candidate genes for NAFLD and its prevention by the methyl donor
supplementation. By one way ANOVA, a statistical significance was observed in 35
candidate genes when applying FDR-BH p<0.05 (standard p value <0.00005) and in 76
genes when applying FDR-BH p<0.10 (standard p value <0.00005) (gene list attached as
supplementary material). In order to validate these results by RT-PCR, 12 genes were
chosen according to their fold change and biological relevance. Six of them were
upregulated (Lepr, Btc, Agpat3, Esrl, Mstl, Fatl) and four downregulated (Srebf2,
Mme, Mif, Gsr) by HFS feeding. Moreover, seven of them were partially affected by
methyl donor dietary supplementation (Lepr, Btc, Mme, Fbxo21, Mif, Gsr, Acpl).
Figure 1 shows the close correlation between the results of both techniques
(microarray and RT-PCR); including p values from 1.2x10-10 to 0.044 and r values
between 0.951 and 0.433. Obesity-related genes Lepr and Esrl increased their mRNA
levels in the HFS groups when comparing with C groups, probably trying to counteract
the obese phenotype. Btc, cellular proliferation-related gene, Agpat3, involved in
triacylglicerol synthesis and Mstl, a liver size controller, augmented also their
expression in the HFS-fed animals with respect to the control groups. Contraryously,
HFS diet induced a decrease in liver mRNA levels of Srebf2, Mme, Mif and Gsr. Lepr
expression increased (+104%) in rats fed the HFS supplemented diet with respect to
the HFS diet, while a relative increase of Lepr mRNA levels (19%) was observed in C

supp group when compared to C.
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Figure 1. llumina microarray data (X axis) validation by RT-PCR (Y axis). Pearson’s correlation test with
the results of both analysis (n=22) including p value and R Sq linear value (AU; arbitrary units).

No effects were found in global DNA methylation by HFS feeding (Figure 3). However,
methyl donor supplementation decreased global genomic DNA methylation in control
fed animals (-6%). We also analyzed the methylation levels on Btc, Srebf2, Mme,
Agpat3, Esrl and Mif promoter regions (Figure 4 and Supplementary figures S5 and
S6). Promoter methylation level is usually associated with gene expression levels. High
mean methylation levels were found in the promoters of Agpat3 and Btc (from 72% to
83%), low levels in Mif, Mme and Srebf2 (from 2% to 6%) and intermediate levels in
Esrl (from 21% to 32%). High-fat-sucrose feeding induced an elevation of +17.4% on
Agpat3 CpG10 methylation levels when compared to control-fed animals. The
obesogenic diet also decreased Esrl CpG14 (-2623bp with respect to transcriptional
start site) methylation (-13.4%), which was strongly associated with obesity-related
parameters such as final body weight (p<0.05, r=-0.526), total fat mass (p<0.05, r=-
0.509), liver weight (p<0.05, r=-0.536) and total liver fat content (p<0.05, r=-0.531).
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Figure 2. Liver mRNA expression levels measured by RT-PCR. All results are expressed as fold change as
compared to control group. Data are reported as means + SE (n=12 for each experimental group).

Different letters indicate significant differences between groups of at least p<0.05.
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Figure 3. Global methylation percentage analyzed by [3H] dCTP extension assay. Data are reported as
means * SE (n=7 for each experimental group). Different letters indicate significant differences between
groups of at least p<0.05.
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Correlations:
Body weight: p=0.017 (r=-0.526)
Body fat mass: p=0.019(r=-0.509)
Liverweight p=0.015(r=-0.536)
Liverfat mass:p=0.016 (r=-0.531)
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Figure 4. Percentage of methylation of specific CpG dinucleotides in Btc, Srebf2, Agpat3 and Esrl
promoter regions. Data are reported as means + SE (n=4-6). Different letters indicate significant
differences between groups of at least p<0.05. Pearson’s correlation test results with p value and r
value.

As a result of methyl donor supplementation, Srebf2 showed a significative decrease in
CpG23 24 (-167bp and -156bp) methylation levels (-6.5%) when compared to HFS
supp and HFS groups, which correlated with plasma LDL cholesterol levels (p<0.05, r=-
0.508). Agpat3 CpG10 (-11592bp) site increased by +16.1% on methylation percentage
comparing C with C supp groups. Esrl CpG14 (-2623bp) also presented a relative
increase of +17.5% in rats fed the control diet due to methyl donor administration.
Finally, there was relevant effect of methyl donor supplementation depending on the
diet, showing an increase of +7.6% in Btc CpG4_6 (-267bp and -219bp) methylation
between C supp and HFS supp group.

DISCUSSION

NAFLD is the main hepatic comorbidity associated with obesity [2]. In this way, animal
models of obesity contribute a good approach to this disease [24]. Our research model
was based on an ad libitum high-fat-sucrose diet, as both high-fat and high-sucrose
diets have been associated with obesity-related deviations [25]. Thus, animals fed on
HFS diet during eight weeks generated an obese phenotype with increased weight and
fat accumulation and an initial stage of steatosis characterized by an elevation of liver

fat depots. However, variables such as muscle weights, plasma glucose levels or
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AST/ALT ratio were not significantly affected by the diet, which probably means that
eight weeks of HFS treatment were enough to begin an illness stage but not for an

advanced disease situation [26].

Animal models of NAFLD and its progression to NASH, cirrhosis or hepatocarcinoma
are commonly induced by a choline and methionine-deficient diet [27]. These
substrates are methyl donor molecules implicated in gene expression by their
metabolic involvement in genomic DNA methylation [16, 18]. In this way, other
methylating molecules such as betaine or folic acid have been associated with an
improvement of oxidative stress and hepatic inflammation [28, 29]. Waterland et al
[18] prevented the transgenerational amplification of obesity by epigenetically
silencing agouti transposon using a methylating cocktail including choline, betaine,

folic acid and vitamin By,.

Global DNA methylation has been recently linked to diseases such as cancer [30],
obesity [31], diabetes [32] or schizophrenia [33]. Molecular mechanisms underlying
global DNA methylation are still uncertain, as gene methylation and demethylation are
balanced and contemporary processes [11]. Decreased levels in global DNA
methylation by methyl donor supplementation has been previously described by folate
and selenium supplementation in mice, which showed lower levels of hepatic global
DNA methylation as measured by high performance liquid chromatography (HPLC)
[34]. Furthermore, women supplemented with folic acid also showed lower
methylation levels by spectrometry analysis in a time-, dose- and genotype manner
[19]. As opposite, Li et al [35] did not found changes in hepatic global DNA methylation
as measured by HPLC in rats fed during six generations with a methyl donor
supplementation cocktail including choline, betaine, metionine, zinc, folic acid and

vitamin Bq,.

Db/db mouse is an animal model of obesity caused by an autosomal recesive mutation
in leptin [24]. This model is also characterized by hepatic steatosis and inflammation.
The HFS-increased levels of Lepr observed in our rats could be associated with a

response to normal obesity-related increase in leptin plasma levels [6], while the
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increase due to the methyl donor supplementation could be an attempt for delaying
leptin resistance. In this sense, it has been reported that db/db mice fibrosis and

steatohepatitis evolution is accelerated by methionine-choline deficient diets [36].

Mstl gene effects are usually studied together with Mst2 in rodent models with the
deletion of both genes, where liver size is increased and hepatocarcinoma is developed
[37]. Our results showed that eight-weeks of obesogenic dietary treatment increased
liver Mstl expression levels. As weight gain increased liver weight, we expected lower
expression levels. Possibly longer dietary treatment could lead to higher liver injury

and associated decrease in Mst1 expression levels.

We found lower liver expression of Gsr due to HFS diet intake, which could be related
with the high amount of sucrose content in the diet, a disaccharide composed by
glucose and fructose. In this way, it has been described that high-fructose-fed animals
present damages in antioxidant defence system accompanied by an improvement of

mitochondrial efficiency, which would be associated with weight gain [38].

Alagille syndrome is a human genetic disorder affecting normal liver functionality by
cholestasis that is associated with decreased Mme mRNA levels [39]. Thus, obesity-
related liver complications could cause similar decrease as observed in our HFS-fed
rats. Mme methylation levels measured by Epityper were not correlated with mRNA
levels, although they showed the same trend that those reported by Byrne et all [39] in
humans. Mme supplementation is being studied nowadays as a promising therapeutic

tool for cancer [40], a disease tightly related with DNA methylation [30].

Rat liver fibrosis has been associated with increased Mif expression, a cytokine widely
expressed in many inflammatory disorders [41]. Developed stages of liver injury are
characterized by an increase on hepatic Mif expression. However, in an initial steatosis,
it is considered more a consequence of liver damage than a cause [42]. On the other
hand, a reduction of Mif expression has been associated with a protective effect on
insulin resistance and glucose intolerance [43]. This beneficial outcome could explain
the coincidence between decreased Mif mRNA levels in the HFS-fed groups and the

absence of changes in glucose plasma levels that we found. Mif promoter methylation
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levels have been studied in PBMC human cells and different in vitro models although,
as in our research, no correlations have been found with gene expression. Indeed, the
methylation of CpG sites within the proximal Mif promoter is considered a rare event

[44].

Btc is a member of the epidermal growth factor gene family. This molecule is
implicated in cellular growth and proliferation and linked with hyperplasia and cancer
development [45]. Btc promoter methylation did not correlate with gene expression.
However, methylation levels at CpG4_6 (-267bp and -219bp) were affected by the HFS
diet in concomitance with the methyl donor supplementation (figure 4), which seems
to be due to opposite responses by methyl donor supplementation according to the
diet. Obesity-related epigenetic studies demonstrate that small changes at specific
CpG methylation percentages could be metabolically crucial [46]. On the other hand,
Btc amplicon was scanned for consensus response elements using Alibaba 2.1 TF
Binding Prediction Software [23]. We found both in CpG4 (-267bp) and CpG6 (-219bp)
a core binding consensus motif for the upstream stimulatory factor (USF), which has

been previously described as a methylation-dependent transcription factor [47].

On the other hand, it has been described that cholesterol plasma levels inhibit Srebf2
gene expression [41]. Our results were not correlated with the methylation of its
promoter, but an association was observed between Srebf2 CpG23_24 (-167 and -156)
methylation and cHDL plasma levels, suggesting that cHDL could act as a regulatory
component of Srebf2 promoter methylation stimulated by the obesogenic diet
supplemented with methyl donor groups. Srebfl, a member of the same protein
family, has been related with fatty liver and one carbon cycle metabolism [48]. After
analysing Srebf2 amplicon by Alibaba 2.1 software, a putative transcription factor
consensus site in CpG23 (-167bp) for Krox20 and other for Gli3 were found, both
regulators involved in lipid biosynthesis Srebf-induced [49] and with severity of fatty
liver damage in mice [50]. Our research adds a novel link between plasma cholesterol

levels and epigenetic regulation of Srebf2 in liver steatosis.
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The obesogenic diet also induced an increase of Agpat3 mRNA hepatic levels. This
ubiquitously expressed gene is crucial in triglyceride synthesis [51]. On the other hand,
genes involved in this pathway show a decreased expression when rats are fed a diet
deficient in methyl donors, such as folic acid, betaine and choline [52]. However, when
the methylation cocktail was supplied to the control-fed rats, there was an increase in
Agpat3 GpG10 (-11592bp) methylation levels that were no correlated with gene
expression. This effect was not found in the rats fed a HFS diet. In this context, it could
be hypothesized that there are two different epigenetic controllers, diet and methyl
donor supplementation, affecting Agpat3 methylation in the same direction, but they

do not have synergistic effects.

Esrl gene expression has been considered a candidate marker of hepatic carcinoma
[53]. In this way, HFS diet-induced Esrl overexpression could be associated with liver
fat accumulation as a first step in NAFLD development and its possible evolution to
NASH, cirrhosis and cancer [3]. This gene has been recently defined as a promising
epiobesogene whose promoter is susceptible to epigenetic regulation [54-56].
Although, we did not find and association between Esrl gene expression and the
methylation of its promoter, we observed lower methylation levels in Esrl CpG14 (-
2623bp) due to the HFS diet, which showed correlations with different obesity-related
parameters, such as total body weight and fat mass and liver weight and fat content.
Methyl donor supplementation induced a slight increase of Esrl promoter
methylation, which could be linked to a protection from hepatocarcinoma. In fact, a
decrease in the methylation levels of three regions around Esrl promoter has been

observed when liver injury progresses from cirrhosis to hepatocarcinoma [57].

In conclusion, rats fed a high-fat-sucrose diet developed liver steatosis, while methyl
donor supplementation exerted a protective effect in liver fat accumulation. Both diet
and supplementation cocktail altered liver transcriptional profile when analyzed by
microarray and subsequently RT-PCR validation. Furthermore, novel and useful
information concerning the epigenetic control of NAFLD was described by a double
epigenetic approach by quantifying global DNA methylation and methylation changes

in specific gene promoters. As a promising result, Esrl and Srebf2 promoter
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methylation profiles seem to play a role in the pathogenesis of obesity-related liver

steatosis.
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Figure 5 Methylation analysis of the promoter regions of Btc, Srebf2 and Mme. Nucleotide sequences

showing individual CpG dinucleotides and their percentage of methylation measured by MALD
mass spectrometry. Data are reported as means + SE (n=4-6). ATG site represents the first codon i
translation from mRNA to an aminoacidic sequence. *, p<0.05.
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GGCTGGAGTTTCTTCTAGGAATGCTGATTCTAGTGGTGCTACTGCCGTCCCTCAGCAGCCAGCCAGTCTCCCGGACTCCGGCTGCCAT
4 5 6 7 8
TCATTCAGCGTCCTGCAGAAGCCCAGCTGCCGCGTCTGCCGGGAGGGGCTGCCAAGTGCCCTGCCTACTGGCTGCTTCCCGAGAGT
9 1011 12 13
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. Methylation analysis of the promoter regions of Agpat3, Esrl and Mif. Nucleotide sequences

Figure 6
showing
mass spectrometry. Data are reported as means + SE (n=4-6). ATG site represents the first codon in the
translation from mRNA to an aminoacidic sequence. *, p<0.05.

individual CpG dinucleotides and their percentage of methylation measured by MALDI-TOF

133



Resultados

Transcript ID Gene Symbol Raw p Value p value corrected by FDR-BH
10903053 Inhbc 1.34x 107 0.0039
10824268 Rhbg 2.89x10° 0.0156
10794050 F12 3.20x10° 0.0156
10922151 Yc2 1.78x 10° 0.0156
10896772 Sqle 3.19x10° 0.0156
10707790 Pcské 2.59x10° 0.0156
10799241 Idi1 4.43x10° 0.0185
10940520 5.99x 10° 0.0219
10714709 RGD1310016 6.91x 10° 0.0224
10810743 Slc12a4 7.69x 10° 0.0225
10829209 Agpat3 9.69x 10° 0.0257
10769680 Hsd17b7 1.21x 10° 0.0294
10723866 Dgat2 1.58x 10° 0.0355
10864439 RGD1560513 1.72x10° 0.0358
10913155 Mstl 1.98x 10° 0.0386
10879215 RGD1308616 2.12x10° 0.0388
10917905 Cd276 2.64x 10° 0.0453
10708053 Abhd2 2.84x10° 0.0460
10811531 Slc7a5 3.13x10° 0.0462
10891104 Entpd5 3.16x10° 0.0462
10865092 3.52x10° 0.0488
10755094 Stégall 3.67x10° 0.0488
10903816 Sntb1 3.10x 10° 0.0494
10821605 5.92x10° 0.0494
10850459 RGD1308023 4.56x 10° 0.0494
10940594 5.62x 10° 0.0494
10829649 Mif 5.79x 10° 0.0494
10898091 Srebf2 5.82x10° 0.0494
10764626 Ivnslabp 5.46x 10° 0.0494
10858854 Mrpl51 5.16x 10° 0.0494
10900511 Reep6 4.86x 10° 0.0494
10706117 Pepd 452x10° 0.0494
10715990 Gstol 4.18x10° 0.0494
10940683 4.65x10° 0.0494
10701262 5.34x10° 0.0494
10813467 Gdnf 6.71x 10° 0.0536
10787841 Scamol 6.83x 10° 0.0536
10725976 Septl 6.98x 10° 0.0536
10810536 Pgrmcl 7.39x10° 0.0553
10713844 Fads3 9.84x 10° 0.0719
10853471 Cyp51 0.0001 0.0722
10885251 Hifla 0.0001 0.0722
10907784 Xrccbbpl 0.0001 0.0722
10895705 Gns 0.0001 0.0722
10780187 Oxall 0.0001 0.0722
10928761 Fnl 0.0001 0.0735
10794812 Slc22a23 0.0001 0.0735
10771760 Btc 0.0001 0.0758
10880756 Zbtb40 0.0001 0.0830
10850478 RGD1308023 0.0001 0.0831
10811476 RGD1311054 0.0002 0.0849
10924177 Xrec5 0.0002 0.0849
10852106 Bmp7 0.0002 0.0849
10711234 Bckdk 0.0002 0.0868
10803003 Zadh2 0.0002 0.0868
10892884 Mtm1 0.0002 0.0874
10877540 0.0002 0.0874
10894897 Hal 0.0002 0.0878
10764388 0.0002 0.0878
10861268 Cadps2 0.0002 0.0878
10889513 Acpl 0.0002 0.0878
10777639 Grk4 0.0002 0.0878
10940564 0.0002 0.0878
10932236 Acpl 0.0002 0.0878
10855356 Atpév0e2 0.0002 0.0908
10824305 Semada 0.0002 0.0908
10939480 Morn4 0.0002 0.0908
10806806 Cd97 0.0002 0.0908
10714636 Cdc3711 0.0002 0.0908
10767931 Rnpep 0.0002 0.0921
10709951 Mikal2 0.0002 0.0921
10851861 Prexsl 0.0002 0.0921
10701084 0.0002 0.0921
10887338 Mark3 0.0002 0.0921
10890338 Acpl 0.0002 0.0942
10927055 Fam135a 0.0003 0.1030

Table including genes with FDR-BH p<0.10 by one way ANOVA
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Transcript ID Gene Symbol p value Fold change
10782450 Nkirasl 0.0002 1.24
10760813 Gjc3 0.0002 133
10921217 Sultlc3 0.0004 0.96
10727734 Rab1lb 0.0004 1.10
10830456 Cdc2l6 0.0004 1.22
10824827 Snx27 0.0004 1.12
10789680 Arglul 0.0005 0.90
10721649 Aldh16al 0.0005 0.87
10739525 Cdr2l 0.0008 0.86
10937769 Apls2 0.0010 1.37
10791786 Fatl 0.0012 0.79
10894017 Rnf126 0.0013 1.14
10747617 Ccdc56 0.0013 0.86
10750513 Bace2 0.0014 1.22
10724578 Eginl 0.0014 1.24
10840942 Ttll9 0.0014 0.68
10870289 Lepr 0.0015 1.54
10711961 Inpp5a 0.0015 1.13
10827438 Rabggtb 0.0017 1.19
10762442 Fbxo21 0.0017 1.39
10727740 Klc2 0.0019 1.20
10808680 Tcf25 0.0019 0.93
10794229 Auh 0.0019 1.12
10866926 LOC690728 0.0019 0.91
10881925 Thap3 0.0020 1.16
10826784 Sec24b 0.0020 1.15
10922553 Cnnm4 0.0020 1.19
10784517 Msra 0.0022 0.85
10777639 Grk4 0.0022 1.20
10712359 Ap2a2 0.0022 1.11
10878170 Cyp2j3 0.0023 1.13
10765460 Uhmk1 0.0024 0.78
10821029 Slc30a5 0.0024 0.90
10826914 Cisd2 0.0024 1.17
10816160 Dear 0.0024 0.87
10832122 Dnah8 0.0025 1.15
10715808 FbxI15 0.0026 1.14
10864569 Oxtr 0.0028 0.81
10815679 Mme 0.0029 1.68
10808931 Pard3 0.0030 0.88

Table including genes with p<0.003 comparing HFS with HFS suppl groups
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Maternal methyl donor supplementation and high-fat
sucrose diet during lactation modifies adult offspring

response to an obesogenic diet

Cordero P, Milagro FI, Campion J, Martinez JA

(Draft for Molecular Nutrition and Food Science. Impact Factor: 4.301; 2/128)

Resumen

Antecedentes: La alimentacidn en estadios tempranos de la vida afecta a la posibilidad
de padecer enfermedades durante la etapa adulta. Recientes estudios han descrito el
efecto preventivo sobre la acumulaciéon de grasa en el higado debida a una dieta
obesogénica en ratas adultas mediante la suplementaciéon dietética de sustancias

donadoras de grupos metilo.

Objetivo: El objetivo consistid en analizar la respuesta a una dieta obesogénica en la
edad adulta dependiendo de la alimentacién materna durante la lactancia con una
dieta rica en grasa y sacarosa (HFS) y con una suplementaciéon de sustancias

prometilantes.

Material y métodos: Treinta y seis ratas Wistar hembras fueron alimentadas con una
dieta control durante la gestacidn. Tras el parto, fueron distribuidas en cuatro grupos;
Control, Control suplementado con un cdctel de sustancias prometilantes, HFS y HFS
suplementado con un céctel de sustancias prometilantes. El cdctel de suplementacién
contenia colina, betaina, acido fdlico y vitamina By,. Tras la lactancia, los machos de la
descendencia fueron alimentados con una dieta control hasta la semana 12 de vida,
cuando fueron sometidos a una dieta Control o HFS durante ocho semanas. El peso

corporal y el porcentaje de grasa, el peso de los tejidos y su contenido de grasa, los
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pardmetros bioquimicos plasmaticos y el perfil de expresion génica hepatica fueron

analizados.

Resultados: Los animales adultos cuyas madres se alimentaron con una dieta
obesogénica eran mas pesados y de mayor longitud y adiposidad. La suplementacién
materna de una dieta HFS con sustancias prometilantes incrementd los depdsitos
adiposos de la descendencia alimentada con la dieta HFS y descendié la acumulacién
de grasa en el higado. La dieta obesogénica en edad adulta incrementd la expresion de
los genes Dnmt1, Dnmt3a, Srebfl y Mif mientras que la dieta HFS y la suplementacién

materna afectaron a los niveles de ARNm hepaticos de Lepr, Mif y Dnmt1.

Conclusién: La dieta obesogénica en madres lactantes afecta al desarrollo de la
descendencia y a su respuesta a la dieta en la edad adulta. La suplementacidon materna
con sustancias donadoras de grupos metilo podria redistribuir los depdsitos adiposos

previniendo de la acumulacién de grasa hepatica.
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ABSTRACT:

Background: Perinatal maternal nutrition affects the offspring to develop future
diseases on adult life. Novel studies have described the preventive effects on obesity-

induced fat accumulation by methyl donor supplementation in adult rats.

Aims: The aim was to analyze the response to an obesogenic diet during adulthood
depending on maternal nutrition during lactation, by feeding mothers with a high-fat-

sucrose (HFS) diet and a methyl donor supplementation.

Material and methods: Thirty-six female Wistar rats were fed a control diet during
pregnancy. After weaning, mothers were assigned to four dietary groups; Control,
Control Supplemented with a methyl donor cocktail, HFS and HFS supplemented with a
methyl donor cocktail. Supplementation cocktail includes choline, betaine, folic acid
and vitamin By,. After lactation, male offspring were transferred to chow diet and at
week 12th they were fed a Control or HFS diet during eight weeks. Body weight and fat
percentage, tissue weights and fat content, plasma biochemical parameters and the

liver gene expression profile were analyzed.

Results: Adult animals whose mothers were fed an obesogenic diet were heavier and
with higher length and adiposity. Maternal supplementation with methyl donor in HFS
dams increased offspring’s fat depots when fed the HFS diet in adulthood and showed
a decrease on liver fat accumulation. Dnmt1, Dnmt3a, Srebfl and Mif expression levels
were altered by the adult diet and Lepr, Mif and Dnmt1l mRNA levels showed changes

depending on maternal diet and methyl supplementation.

Conclusions: Obesogenic diet by lactating mothers influences offspring development
and their dietary response on adulthood. Maternal supplementation with methyl

donors could redistribute fat storages preventing fat accumulation on liver.
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INTRODUCTION

Obesity is arising as one of the most common causes of health problems and mortality
in most countries [Misra 2008], being associated to diseases such as type 2 diabetes,
cardiovascular problems or non-alcoholic fatty liver disease [Guh 2009]. The origin of
excessive body weight and fat accumulation is based in the interaction of
inappropriate lifestyles, including physical inactivity and unhealthy dietary habits, with
the genetic background [Marti 2008]. The onset of the Developmental Origins of
Health and Disease (DOHaD) theory deep into critical periods of perinatal
environment, in whose maternal nutrition [Szeto 2009] and other environmental
factors as stress [Paternain 2012] induced changes in offspring metabolism and the
susceptibility to suffer future diseases in adulthood. Initial findings in this area were
obtained through epidemiological approaches as high rates of obesity and chronic
diseases in adult life were associated with children born after the Second World War
Dutch famine [Roseboom 2006] or in smoker pregnant women [Power 2002]. Blood
pressure during childhood has also presented a relation with maternal dietary
composition during pregnancy [Campbell 1996], while lower birth weight was related
with the stress caused by 9/11 New York terrorist attack on pregnant women [Ohlsson

2011].

The use of animal models on DOHaD research has enabled higher control of possible
confounding factors as well as an advantage on time-taken and ethic dilemma
providing proofs and clarify of this theory [McMullen 2009]. Thus, maternal dietary
influence during pregnancy and lactation showed that obesogenic feeding at this
stages altered offspring DNA epigenetic profile, consequently affecting gene
expression patterns [Vucetic 2010]. These changes over genomic DNA, mainly cytosine
methylation, are regulated by DNA methyltranferase enzymes (Dnmt) according to the
availability of methyl donor substrates [Ding 2012]. Methyl donors are molecules
(including choline, betaine, folic acid or vitamin By,) implicated in the one carbon
metabolism pathway by stimulating the DNA methylation process [Waterland 2008]. In
this way, it has been reported that maternal protein restriction together with folic acid

alters liver gene expression profile in adult rats [Hoile 2011] or that a multivitamin
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supplementation during pregnancy predispose to an obesity phenotype when adult
rats were fed on obesogenic diet [Szeto 2009]. Furthermore, a methylation cocktail
including choline, betaine, folic acid and vitamin B;, prevented the transgenerational
amplification of obesity by epigenetically silencing agouti transposon [Waterland
2008]. Other studies have reported the protective effect of this promethylanting

supplementation on obesity-related liver fat accumulation [Cordero 2011, 2012].

Thus, the aim of this research was to describe the different response to an obesogenic
diet in adulthood depending on maternal high-fat-sucrose feeding with or without
methyl donor supplementation during lactation. We hypothesized that maternal
feeding and methyl donor alter liver transcriptomic profile as well as hepatic fat
accumulation by redistributing different adipose tissue depots with potential

epigenetic modifications.

MATERIALS AND METHODS
Animal, diets and experimental design

A total of 32 female twelve-week-old Wistar rats (initial body weight 255+5g) supplied
by the Applied Pharmacobiology Center (CIFA, Pamplona, Spain) were housed at 22°C
with 12h-light cycle (8 a.m. — 8 p.m.) and were mated with male Wistar rats (CIFA,
Pamplona, Spain). After 21 days of pregnancy, excess pups in each litter were removed
to keep 8 pups per dam (four males and four females, when possible) as described
elsewhere [Faust 1980] and mothers were re-assigned to four different dietary groups
as follows (figure 1); control diet (C, n=8), control supplemented with methyl donors
(Csupp, n=8), high-fat-sucrose diet (HFS, n=8) and high fat sucrose supplemented with
methyl donors (HFS supp, n=8). Control diet groups were fed a standard chow diet
(2014 Teckland Global 14% Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan Iberica,
Barcelona, Spain) containing 20% of energy as protein, 67% as carbohydrate and 13%
as lipid, whereas HFS groups were fed an obesogenic diet (D12451, Research Diets,

New Brunswich, New Jersey, USA) containing 20% of energy as protein, 35% as
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Figure 1. Experimental model design. Vertical lines mean maternal methyl donor
supplementation, horizontal lines mean maternal high-fat-sucrose dietary intake and grey
colour mean adult high-fat-sucrose diet intake.(c; control, ¢ supl; control supplemented, hfs;
high-fat-sucrose, hfs supl; high-fat-sucrose supplemented).

carbohydrates (17% as sucrose) and 45% as lipid. A methyl donor supplementation
cocktail was added to Csupp and HFSsupp groups containing betaine (5g/Kg diet, Sigma
Aldrich, Missouri, USA), choline (5.37g/Kg diet, Sigma Aldrich, Missouri, USA), folic acid
(5.5 mg/Kg diet, Sigma Aldrich, Missouri, USA) and vitamine B, (0.5mg/Kg diet, Sigma
Aldrich, Missouri, USA) as described previously [Cordero 2012]. Animals were fed ad
libitum for 21 days of lactation. After weaning, male offsprings were fed on control diet
until adulthood, at twelve weeks old. At this time, animal length after anesthesia, body
weight and total fat mass by magnetic resonance using an EchoMRI analyzer were
measured [Nixon 2010]. Afterwards twelve-weeks old rats were assigned to Control or
high-fat-sucrose diets generating eight new different dietary groups as follows (figure
1): maternal control diet with adulthood control diet (c-C, n=10), maternal control
supplemented diet with adulthood control diet (c sup-C, n=13), maternal high-fat-

sucrose diet with adulthood control diet (hfs-C, n=11), maternal high-fat-sucrose
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supplemented diet with adulthood control diet (hfs sup-C, n=12), maternal control diet
with adulthood high-fat-sucrose diet (c-HFS, n=12), maternal control supplemented
diet with adulthood high-fat-sucrose diet (c sup-HFS, n=14), maternal high-fat-sucrose
diet with adulthood high-fat-sucrose diet (hfs-HFS, n=12), maternal high-fat-sucrose
supplemented diet with adulthood high-fat-sucrose diet (hfs sup-HFS, n=12). Animals
were fed ad libitum for eight weeks and at final point length and fat mass percentage
were measured as previous described. After dietary treatment, the animals were
euthanized, blood collected and plasma stored at -200C and samples of liver,
gastrocnemious muscle and adipose depots (mesenteric, retroperitoneal, epididymal
and subcutaneous) were dissected, weighted and stored at -800C for later analysis. All
the procedures were performed in agreement with the National and Institutional

guidelines of the animal care and Use Committee at the University of Navarra.
Total body, liver and muscle fat content

Initial and final body fat mass as well as liver and gastrocnemious muscle lipid content
at the end of the dietary adulthood treatment were measured by using EchoMRI
analyzer (Echo Medical Systems, Houston, Texas, USA), a quantitative magnetic
resonance technique as described elsewhere [Nixon 2010]. Briefly, scans for whole
body fat measurement were performed by placing animals into a thin-whaled cylindric
with a plastic insert tube added to restrict movement. Liver and gastrocnemious
muscle fat content were measured with a specific adaptor for tissue samples scanning

as described by the manufacturer.
Plasma analyses

Plasma total cholesterol (Cholesterol-CP; ABX diagnostics, Montpellier, France), HDL
cholesterol (HDL direct-CP; ABX diagnostics, Montpellier, France), triglycerides
(Triglycerides; Randox Laboratories Ltd, Crumlin, UK), free fatty acids (FFA) (NEFA-HR-2
kit; WAKO Chemicals GmbH, Neuss, Germany), glucose (HK-CP kit; ABX diagnostics,
Montpellier, France), homocysteine (Homocysteine Enzymatic Assays; Demeditec
Diagnosis, Kiel, Germany), alanine transaminase (ALT CP; ABX diagnostics, Montpellier,

France) and aspartate transaminase (AST CP; ABX diagnostics, Montpellier, France)
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were measured using an automated ABX Pentra c200 equipment (Horiba ABX

Diagnostics, Monpellier, France).
RNA isolation and real-time PCR

Total RNA (n=8 for each experimental dietary group) was extracted using the QlAamp
DNA and RNA mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), which was quantified by
Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Thermo & Scientific, Delaware, USA). Each
sample was treated with DNase using RNeasy Micro Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany) and retrotranscripted with Ambion WT Expression Kit (Ambion, California,

USA).

Quantitative real-time PCR was performed by tryplicate using ABI PRISM 7900 HT Fast
real-time PCR system (Applied Biosystems, Texas, USA) and Tagman primers (Applied
Biosystems, Texas, USA) for Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b, Srebf2, Lxra, Srebfl, Acaca,
Fasn, Agpat3, Lepr, Esrl, Mif, Btc, Mme (table 2). Fold change between groups was
calculated using the 2-AACt method. cDNA integrity was checked with a 18S probe and

gene expression levels were normalized with Gapdh (table 2).

RefSSeq Gene Symbol Gene name

NM_053354.3 Dnmtl DNA methyltranferase 1

NM_001003958.1 Dnmt3a DNA methyltranferase 3a

NM_001003959.1 Dnmt3b DNA methyltranferase 3b

NM_001033694.1 Srebf2 Sterol regulatory element binding transcription factor 2
NM_031627.2 Lxra Liver X nuclear receptor alpha variant 1

XM_213329.5 Srebfl Sterol regulatory element binding transcription factor 1
NM_022193.1 Acaca Acetyl-CoA carboxilase alpha

NM_017332.1 Fasn Fatty acid synthase

NM_001106378.1 Agpat3 1-acylglicerol-3-phosphate O-acyltransferase 3
NM_012596.1 Lepr Leptin receptor

NM_012689.1 Esrl Estrogen receptor 1

NM_031051.1 Mif Macrophage migration inhibitory factor

NM_022256.1 Btc Betacellulin

NM_012608.2 Mme Membrane metallo-endopeptidase

NM_017008 Gapdh Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase

Table 1. Genes selected for microarray validation and primer references for quantitative real-
time PCR.
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Statistical analysis

Results were expressed as means + standard error (SE). Data were analyzed using one
way ANOVA test followed by DMS post-hoc test when applicable to compare: adult
diet effect (€; c-C Vs c-HFS, c supp-C Vs ¢ supp-HFS, hfs-C Vs hfs-HFS, hfs supp-C Vs hfs
supp-HFS), maternal diet effect ($; c-C Vs hfs-C, ¢ supp-C Vs hfs supp-C, c-HFS Vs hfs-
HFS, ¢ supp-HFS Vs hfs supp-HFS) and maternal methyl donor supplementation effect
(£; c-C Vs ¢ supp-C, hfs-C Vs hfs supp-C, c-HFS Vs ¢ supp-HFS, hfs-HFS Vs hfs supp-HFS).
The level of probability was set at p<0.05 as statistically significant. Pearsons rank
correlation test was also used. All the statistical analyses were performed with SPSS

15.0 program for Windows (SPSS, lllinois, USA).

RESULTS

Before the adulthood dietary intervention (figure 2), at 12-week old, there was an
increase on body weight (9% and 12% without or with methyl donor supplementation
cocktail, p<0.001) and fat mass percentage (19% and 19% without or with methyl
donor supplementation cocktail, p<0.001) with no methyl donor supplementation
influence. Furthermore, maternal HFS supp feeding presented a slight, but highly

significative, increase on body weight respect to maternal C supp fed rats (3%,

p<0.001).
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Figure 2. Weight, fat and length at 12 weeks old; before dietary treatment.Values are means *
SE. Different letters indicate significant differences between groups of at least p < 0.05. Vertical
lines mean maternal methyl donor supplementation and horizontal lines mean maternal high-
fat-sucrose dietary intake.
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As expected, all animals fed on HFS diet in adulthood developed the usual obesity-
related phenotype (table 2), characterized by increased weight (from 27% to 80%,
p<0.01 to p<0.001) and fat mass gain percentages (from 118% to 204%, p<0.001) when
compared with each own control groups (with the same maternal diet). According to
lipid accumulation outside adipose tissues, the obesogenic diet in adult rats promoted
increases on liver fat content (from 98% to 122%, p<0.001) with no changes on

gastrocnemious muscle fat accumulation.

¢-C(n=10) cspl-C(n=13) hfs-C (n=11) hfs spl-C (n=12) -HFS (n=12) ¢ spl-HFS (n=14) hfs-HFS (n=12) hfs spl-HFS (n=12) ANOVA

Weight gain (%) 46.89 + 1.98 47.39 £ 2.70 39.28 + 1.58 39.61 + 1.65° 59,55 + 2.26 67.20 + 309 65.11 + 2,64 71.22 + 3.01°¢ CCo
Fat mass gain (%) 6.14 £ 0.76 5.28 £ 0.84 693+ 1.41 5.84 £ 0.52 14.42 + 0.88°¢ 15.57 + 0.95%¢ 15.13 + 0.98%¢ 17.75 + 0.81%¢

Epidydimal adipose tissue (%) 2.26  0.13 2,15+ 0.19 2.87 + 0.25° 2.69 + 0.13° 3.37 £ 0.18°¢ 3.44 + 0.17°¢ 3.27 % 0.19 4,40 + 0,236CSEEE
Retroperitoneal adipose tissue (%) 2.44 £ 0.15 234+ 0.22 3.24 + 0.22° 3.09 + 0.18% 3.73 + 0.16°¢ 3.48 + 0.15°¢ 413 + 0.22° 4,99 + 0,16°5EF
Mesenteric adipose tissue (%) 1.42 £ 0.08 133+ 0.12 1.58 + 0.10 1.43 £ 0.06 1.86 + 0.06° 1.77 £ 0.09°¢ 2,01 0.12 217 + 0.08%%%
Subcutaneous adiose tissue (%) 2.06 + 0.10 205+ 0.17 261+ 0.27 217 % 0.16 3.26 + 0.18°¢ 3.48 + 0.23%¢ 3.60 + 0.29 3.62 + 0.17° Laad
Liver (%) 230+ 0.04 230+ 0.03 227+ 0.04 231+ 0.04 217 £ 0.05 225+ 0.06 2.18 £ 0.08 2.07 + 0.03%%* o
Liver fat content (%) 4.43 + 0.32 4.63 + 0.25 5.10 + 0.31 471+ 0.12 9.81 + 0.70%¢ 10.23 + 0.92%¢ 11.36 + 0.49¢ 9.34 + 0.42%¢
Gastrocnemious muscle (%) 0.53 + 0.01 0.56 + 0.01 0.51 + 0.01 0.53 £ 0.02 0.47 + 0.01% 0.46 + 0.01°¢ 0.44 + 0.02°¢ 0.45 + 0,01 ok
Gastrocnemious fat content (%) 5.03 £ 0.12 4.87 £ 0.14 5.07 £ 0.16 4.85 ¢ 0.10 528+ 0.16 5.22 % 0.20 5.48 + 0.19 515+ 0.11 ns

Table 2. Phenotypic characteristics and fat depot distribution of different experimental groups.
Values are means * SE. (€, adult diet effect; S, maternal HFS dietary intake effect; £, maternal

methyl donor supplementation effect) (one, two or three symbols represent p values of <0.05,
<0.01 and < 0.001 respectively).

Regarding to maternal diet, HFS intake during lactation, together with methyl donor
supplementation, promoted lower weight gain percentage (-19%, p<0.05) in adult
control fed rats, while mesenteric and epididymal adipose tissue as well as liver weight
were increased in adult high-fat-sucrose fed rats (22%, 28%, 8% respectively, p<0.05 to
p<0.01). There were also increased epididymal adipose depots in control fed adult rats
with obesogenic fed mothers, with no influence of supplementation cocktail (27% and
25%, p<0.05). Finally, higher liver fat accumulation was promoted by the adult

obesogenic diet with maternal HFS diet respect to maternal C fed rats (16%, p<0.05).

Interestingly, maternal obesogenic diet supplementated with methyl donors increased
adult offspring fat mass gain (17%, p<0.05) when fed on HFS diet respect to those
whose mathers fed HFS without supplementation. This effect was due mainly to an
increase on epididymal (35%, p<0.001) and retroperitoneal (21%, p<0.01) fat depots. In
addition, liver fat content was decreased in these animals by the methyl donor

supplementation cocktail (-18%, p<0.05).
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c-C(n=10) cspl-C (n=13) hfs-C (n=11) hfs spl-C (n=12) c-HFS (n=12) cspl-HFS (n=14) hfs-HFS (n=12) hfs spl-HFS (n=12) ANOVA

Total cholesterol (mg/dl)  65.20 + 3.26 64.31 + 2.90 68.64 + 3.36 68.17 + 3.10 78.58 + 4.32 66.57 + 3.31F¢ 81.83 + 3.62 80.42 + 1,93%° il
HDL cholesterol (mg/dl)  18.93 + 0.71 20.87 + 0.82 20.72 + 0.9 19.64 + 0.68 19.55 £ 0.67 2148 + 1.22 2323 + 1.21%° 18.38 + 0.44°“

LDL cholesterol (mg/dL) 18.58 + 3.24 15.62 + 3.03 17.51 + 3.56 13.00 * 3.59 35.38 + 4.89% 21.65 + 2.14% 35.74 + 1.78%€ 31.95 + 1.92%¢
Triglycerides (mg/dL) 14030 + 13.53 140.38 + 10.07 163.64 + 18.20 181.17 + 14.44° 118.25 + 12.02 117.21 + 7.45 114.33 + 11.08 150.42 + 1032

Atherogenic Index 3.44 + 010 311+ 013 334+ 014 3.46 + 0.07° 4,00 + 012 3.18 + 0.17°€ 3.57 + 0.13° 4,38 + 0.065CSHEEE wxx
Free Fatty Acids (mg/dL) 0.69 + 0.07 0.69 + 0.04 0.64 + 0.03 0.74 + 0.04 0.55 + 0.02% 0.59 + 0.03 0.49 + 0.03% 0.51 + 0.03%¢

Glucose (mg/dL) 124.56 + 7.06 124.44 £ 5.52 113.99 + 3.18 11875 + 4.57 121.01 + 4.18 125.80 + 4.09 123.10 £ 3.03 126.48 + 3.13 ns
Homocysteine (ug/dL) 13.92 ¢+ 1.23 12.87 + 1.06 10.44 + 0.68° 13.44 £ 1.26° 12.68 £ 0.68 11.76 £ 0.80 11.14 £ 0.81 15.10 + 1.11%¢

AST/ALT ratio 271+ 016 271+ 0.20 259 + 0.13 243+ 011 311+ 0.16 3.13 £ 0.10 311+ 016 3.22 £ 0.20

Table 3. Biochemical characteristics of different experimental groups. Values are means + SE.
(€, adult diet effect; S, maternal HFS dietary intake effect; £, maternal methyl donor
supplementation effect) (one, two or three symbols represent p values of <0.05, <0.01 and <

0.001 respectively).

Regarding plasma biochemical parameters (table 3), the composition of the
obesogenic diet during adulthood augmented total (from 18% to 21%, p<0.01) and LDL
cholesterol (from 90% to 146%, p<0.001) when mothers fed C, HFS and HFS supp diet,
increasing also transaminases ratio (AST/ALT; from 15% to 33%, p<0.05 to p<0.01) with
maternal C supp, HFS and HFS supp diet intake. Triglyceride plasma levels, free fatty
acids and atherogenic index (Total cholesterol/HDL cholesterol ratio) were also
affected by the adult obesogenic intake in some groups. Adult control fed rats showed
decreased homocysteine levels (-34%, p<0.05) comparing C with HFS maternal dietary
intake. There were also increased triglyceride plasma levels (29%, p<0.05) and
atherogenic index values (11%, p<0.05) when maternal C supp and HFS supp groups
were examined. On the other hand, maternal HFS diet on rats fed the obesogenic diet
on adulthood was associated with higher HDL cholesterol levels (19%, p<0.01) and
lower atherogenic index (-11%, p<0.05) respect to C maternal diet. Also, there was an
increase on total (21%, p<0.01) and LDL cholesterol (48%, p<0.05), atherogenic index
(35%, p<0.05) and homocysteine (28%, p<0.05) and a decrease on HDL cholesterol (-
14%, p<0.05) between C supp and HFS supp maternal feeding. Maternal control
supplementation influence HFS offspring response on total cholesterol (-15%, p<0.01)
and atherogenic index (-14%, p<0.001) when compared C with C supp maternal
feeding. Comparing maternal HFS and HFS supp feeding, it was increased plasma
triglycerides (36%, p<0.05), atherogenic index (23%, p<0.001) and homocysteine (36%,
p<0.001) levels, decreasing HDL cholesterol (-21%, p<0.001).
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Figure 3. Liver mRNA expression levels of DNA methylationrelated genes measured by real-time
PCR. All results are expresses as fold changes as compared to control group (cC). Data are
reported as means + SE. (n=8 for each experimental group) (€, adult diet effect; S, maternal
HFS dietary intake effect; £, maternal methyl donor supplementation effect) (one, two or three
symbols represent p values of <0.05, <0.01 and < 0.001 respectively). Vertical lines mean
maternal methyl donor supplementation, horizontal lines mean maternal high-fat-sucrose

dietary intake and grey colour mean adult high-fat-sucrose diet intake.
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Figure 4. Correlation analysis involving Dnmt1, Dnmt3a and Dnmt3b gene expression levels.

Additionally, hepatic expression of some key genes involved in DNA methylation
homeostasis (Dnmtl, Dnmt3a and Dnmt3b) (figure 3), lipid metabolism (Srebf2, Lxra,
Srebfl, Acaca, Fasn and Agpat3) (figure 5) and other obesity-related genes (Lepr, Esrl,
Mif, Btc and Mme) (figure 6) were measured. In this sense, adulthood obesogenic
dietary intake increased, in most of cases, mRNA levels of Dnmt1 (from 39% to 52%,
p<0.05 to p<0.01) and Dnmt3a (from 40% to 73%, p<0.05 to p<0.01), enzymes for de
novo and maintenance DNA methylation, respectively. Dnmtl1, Dnmt3a and Dnmt3b
showed a close correlation between them (figure 4) with a R Sq linear value between

0.386 and 0.701 (p value <0.001).
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Figure 5. Liver mRNA expression levels of lipid metabolism related genes measured by real-time
PCR. All results are expresses as fold changes as compared to control group (cC). Data are
reported as means + SE. (n=8 for each experimental group) (€, adult diet effect; S, maternal
HFS dietary intake effect; £, maternal methyl donor supplementation effect) (one, two or three
symbols represent p values of <0.05, <0.01 and < 0.001 respectively). Vertical lines mean
maternal methyl donor supplementation, horizontal lines mean maternal high-fat-sucrose
dietary intake and grey colour mean adult high-fat-sucrose diet intake.

Lipid metabolism related genes showed changes due to adulthood diet (figure5). Thus,
there was a decrease due to adulthood HFS intake on Srebf2 gene expression (-28%,
p<0.01) from maternal HFS fed group and increases on Srebfl gene expression (77%
and 177%, p<0.05 and p<0.001) when mothers were fed C and HFS supp diets. Agpat3
also showed elevated expression levels (25%, p<0.001) when analyze hfs-C effect
respect to hfs-HFS, presenting also a negative correlation with triglyceride plasma
levels (figure 7) with a R Sqg linear=0.263 (p value <0.001). Finally, there were no
important effects on Lepr hepatic expression levels depending maternal nutrition on
rats fed control diet during adulthood. On the other hand, Lepr expression levels
increased due to adult HFS intake on C and C supp maternal feeding groups (456% and
106%, p<0.05 and p<0.001 respectivelly), whereas Mif expression levels were reduced
on C, HFS and HFS supp maternal groups (-24%, -27% and -36% respectively, p<0.05 to
p<0.01) (figure 6). Analyzing maternal obesogenic diet effect, lepr expression was

decreased (-56%, p<0.001) as compare c-HFS and hfs-HFS groups, while Mif mRNA
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levels increased (25%, p<0.05) between ¢ supp-C and hfs supp-C groups. Additionally,
maternal dietary supplementation in chow fed mothers decreased Lepr gene
expression (-52%, p<0.001), while in mothers fed the obesogenic diet, Lepr
transcription levels were increased (61%, p<0.05) when rats fed adulthood HFS diet.

Lepr showed also a correlation with atherogenic index (figure 7) with a R Sq

|
|

linear=0.256 (p value <0.001).
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Figure 6. Liver mRNA expression levels of other obesity related genes measured by real-time
PCR. All results are expresses as fold changes as compared to control group (cC). Data are
reported as means + SE. (n=8 for each experimental group) (€, adult diet effect; S, maternal
HFS dietary intake effect; £, maternal methyl donor supplementation effect) (one, two or three
symbols represent p values of <0.05, <0.01 and < 0.001 respectively). Vertical lines mean
maternal methyl donor supplementation, horizontal lines mean maternal high-fat-sucrose
dietary intake and grey colour mean adult high-fat-sucrose diet intake.
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Figure 7. Correlation analysis involving Agpat3 and Lepr gene expression levels with plasma
triglyceride concentration and atherogenic index respectively.

153



Resultados

DISCUSSION

Body weight gain is not only related with the own dietary intake; perinatal growth may
be also influenced by maternal dietary intake [Alzamendi 2010, Palou 2010, Vucetic
2010]. Thus, animal models with different maternal nutrition during perinatal periods
have been developed to investigate the susceptibility to the obesity and related
comorbidities [Martinez 2012]. In the current study, we analyzed the influence of HFS
and methyl donor supplementation to dams during lactation on adult offspring and

their differential response to the same kind of obesogenic diet.

The experimental obesity model was based on a commercial high-fat-sucrose diet
[Cordero 2012, Lomba 2010]. On the other hand, methyl donor supplementation
cocktail including betaine, choline, folic acid and vitamin By, was previously described
by Waterland et col [Waterland 2008] as an epigenetic regulator of agouti transposon
expression by DNA methylation. Furthermore, dietary depletion of some of this
molecules, mainly choline and betaine, has been used to produce animal models of
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and advanced states of steatohepatitis,
cirrhosis or including hetatic carcinoma [Sahai 2004, [Starlard-Davenport 2010].
Interestingly, novel studies have described the protective effect of this
supplementation cocktail in adults on hepatic obesogenic-diet induced fat
accumulation [Cordero 2011, 2012]. All these findings could be of interest on NAFLD

prevention, main hepatic manifestation of the metabolic syndrome.

In this context, maternal obesogenic diet during lactation increased weight and fat
mass in adulthood [Khan 2005]. Regarding body length, previous studies in mice
showed a decrease due to methyl donor supplementation with chow diet feeding
[Schaible 2011]. A methyl-donor-dependent growth restriction on maternal control fed
animals compared with HFS feeding was detected, which could probably parallel the

body weight increase.

The most promising result according to obesity phenotype after adulthood obesogenic
diet feeding is the increase on adipose depots when maternal HFS feeding was

supplemented with promethylant substrates as well as the parallel decrease on liver
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fat content. This effect induced by methyl donors on liver has been previously
described in adult Wistar rats [Cordero 2011, 2012]. The current research seems to
confirm this fact depending on maternal nutrition during lactation. It could be
hypothesized that the excess of fat that is not storage on liver have migrated to its
body natural stored place, adipose tissue, mainly epididymal and retroperitoneal
[Perseghin 2011]. In this way, Fabbrini et col [Fabbrini 2009] demonstrated that
intrahepatic triglyceride content, not visceral adipose tissue, is involved in the
metabolic features associated with obesity. Thus, prevention of liver fat accumulation
could increase adiposity and obese phenotype but avoiding some other associated

complications.

Biochemical features induced by the adult diet were mainly characterized by
decreasing on FFA and TG levels, as it has been previously described that fasting
conditions increases free fatty acid levels in control fed rats and plasma triglycerides
decreased on fasted high-fat-fed rats [Palou 2010]. Furthermore, an increased AST/ALT
ratio, an enzymatic marker of liver damage [Yang 2012], evidenced a liver injury
induced by obesogenic diet probably due to an increase on hepatic mitochondrial
oxidative stress. Total cholesterol levels increased with HFS dietary treatment,
probably as a result of the higher LDL cholesterol levels. Both maternal obesogenic diet
and methyl donor supplementation did not present a clear pattern of change probably
because biochemical plasma parameters are continuously regulated by the nutrient
supply in that moment and the maternal regulation of these parameters by suckling is
complicated. In this way other studies have described absence of changes on glucose,
triglycerides, total cholesterol, HDL cholesterol or free fatty acids plasma levels on
adulthood with maternal obesogenic diet during lactation [Alzamendi 2010, Khan

2005].

Liver DNA methyltranferases promotes DNA methylation processes and its gene
expression is commonly augmented on hepatocarcinoma situation [Majumder 2002].
Dnmt3a and Dnmt3b are the main enzymes implicated in de novo DNA methylation,
while Dnmtl maintain the cellular methylation pattern. Nutritional models using

depletion of methyl donor substrates also increased Dnmt1l and Dnmt3a mRNA levels,
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maintaining the same values for Dnmt3b [Gong 2010]. Thus, the effect due to
adulthood HFS diet intake could be linked to an increase of hepatic fat accumulation as
first step on the pathogenesis of NAFLD and evolution to NASH, cirrhosis and
hepatocarcinoma [Starley 2010]. However, obesity related inflammation in adipose
tissue is usually accompanied by increased expression of Dnmt3a [Kamei 2010]. It was
also interesting to note that these three main epigenetic-related enzymes were
correlated, which it can conclude that epigentic DNA methylation processes could be
stimulated by high-fat-sucrose feeding. Finally, it seemed that maternal HFS dietary
intake could influence an adaptation of the response when offspring was fed HFS diet

on adulthood.

In this context, Srebf2 expression levels are inversely regulated by cholesterol levels
[Horie 2010]. Thus, hfs-HFS group presented the highest HDL, LDH and total
cholesterol plasma levels. Perhaps, increased levels of these parameters on the rest of
the groups fed obesogenic diet at adulthood were not enough to activate Srebf2 gene
expression. On the other hand, Srebfl is a regulatory enzyme involved in lipid
synthesis on liver of rats fed high-fat-sucrose diet [Aragno 2009]. There was a partial
dietary effect according to this gene, as only increased mRNA levels by adult HFS diet
intake on mothers fed C or HFS supp diets. It has been described previously a trend to
increase Srebfl expression when combining methyl donor supplementation and high-
fat-sucrose diet feeding on adult rats [Cordero 2012]. According lipid metabolism-
related genes, Agpat3 is a key enzyme involved in triacylglicerol synthesis [Cao 2006],
that should be stimulated, although it was only augmented in hfs-HFS group probably
by the additive effect of receiving twice the obesogenic diet; during lactation and
adulthood. The negative correlation presented between Agpat3 and plasma
triglyceride levels could due a response activated by the decrease on triglycerides due

to fasting status described on obesogenic animal models [Palou 2010].

Leptin receptor is the key intracellular transporter for the obesity-linked leptin
adipokine [Marti 1999]. Indeed, animal models of obesity in mice are based on
punctual mutations on Lepr [Panchal 2011]. In this way, increased levels of this gene

measured on adulthood feed animals could be related with increased values of leptin
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plasma levels [Garcia 2010]. As leptin hormone is synthesized by adipose tissue, the
increase on Lepr expression by maternal HFS supp diet on adult obesogenic feeding
rats, could be related with the higher amount of adipose depots this group presents
[Gomez-Ruiz 2011]. As opposite, to explain the decrease on leptin expression on ¢
supp-HFS group comparing with c-HFS should be necessary to analyze leptin
expression on different adipose depots. Finally, decreased Lepr expression by HFS
intake has been previously described with a lactating fructose-enriched maternal diet,

showing hypothalamic reduced expression on adult offspring [Alzamendi 2010].

Although increased Mif expression is usually related to inflammation and hepatic
fibrosis stages [Hori 2003], a reduction of its mRNA levels has been associated with an
improvement on glucose tolerance [Verschuren 2009]. These data could explain our
model results, as showed no changes in glucose plasma levels by adulthood diet and
eight-weeks of dietary treatment is no time-enough to develop an advantage status of

liver injury as fibrosis.

As conclusion, in this study we demonstrate that perinatal nutrition at suckling period
could affect the dietary response on adult offspring. Thus, maternal supplementation
with methyl donor combined with high-fat-sucrose feeding affected adiposity on
adults fed HFS diet by increasing adipose tissue storages and preventing against liver
fat accumulation. Interestingly, complex interactions between maternal diet and
supplementation, as well as adult diet were found on Lepr gene expression, a key gene
of many obesity-related animal models. Furthermore, epigenetic DNA methylation
processes could be activated by increasing Dnmtl and Dnmt3a gene expression levels
by obesogenic adult feeding. Mif and Srebfl gene expression showed also changes due

to HFS adult feeding and related with maternal diet.
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El higado graso no alcohdlico o NAFLD es una enfermedad caracterizada por una
excesiva acumulacién de lipidos en los hepatocitos, que puede alterar la funcionalidad
hepatica normal y cuya aparicidn estd favorecida por un incremento de los depdsitos
de grasa intraabdominal [Angulo 2002]. Este estado fisiopatoldgico provoca que el
tejido adiposo tienda a expandirse, infiltrdndose en los érganos cercanos y afectando a
su funcionalidad [Guri 2011]. Por tanto, el NAFLD se encuentra intimamente asociado a
la obesidad, siendo la principal manifestacién hepdtica del sindrome metabdlico,
acompafado de resistencia a la insulina [Moore 2010, Musso 2011]. El establecimiento
y caracterizacién de modelos animales de obesidad permiten un adecuado
acercamiento a la etiopatogenia de esta enfermedad [Panchal 2011]. En nuestro caso,
el modelo obesogénico empleado se basé en la administracién de una dieta rica en
grasa y sacarosa, ya que tratamientos dietéticos ricos en ambos tipos de
macronutrientes se han asociado al fenotipo y comorbilidades propias de la obesidad y
caracteristicas propias del sindrome metabdlico [Bondia-Pons 2011, Boque 2009,

Lomba 2010, Milagro 2006, Paternain 2011].

Otra aproximacidn experimental para el establecimiento de daifio hepatico con
acumulacién de lipidos consiste en el déficit dietético de sustratos relacionados con los
procesos de metilacién del ADN, o donantes de grupos metilo [Starlard-Davenport
2010, Tryndyak 2011]. Estas sustancias incluyen moléculas como la colina, la
metionina, el acido félico o la vitamina By, y su deficiencia puede ocasionar desde
situaciones de NAFLD hasta hepatocarcinoma, pasando por NASH, fibrosis y cirrosis,
dependiendo del tipo y duracion del tratamiento [Garcia-Tevijano 2001, Kajikawa
2011, Mato 2011, Pogribny 2009, Sahai 2004, Vetelainen 2007]. Ademas de los
cambios fenotipicos y bioquimicos asociados, estos modelos carenciales pueden
acompafarse de alteraciones en el patrén transcriptémico y epigenético del higado

[Pogribny 2009, Starlard-Davenport 2010, Tryndyak 2011].

Hasta la fecha, la suplementacion dietética con sustancias prometilantes para prevenir
el establecimiento de NAFLD en roedores se ha centrado principalmente en la

administracion de forma aislada de betaina, describiéndose un efecto protector
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hepatico contra la infiltracidon lipidica patoldgica en este dérgano asociado a una
inhibicién de la citoquina TNF alfa [Kwon do 2009], asi como contra la resistencia
insulinica de origen hepdtico promoviendo la activacion del receptor de insulina
[Kathirvel 2010]. El empleo de un céctel de sustancias prometilantes mds completo ha
sido estudiado en relacién a obesidad [Waterland 2008], aunque sin un analisis

exhaustivo de sus efectos sobre el NAFLD.

Por otra parte, las sustancias prometilantes pueden provocar alteraciones epigenéticas
asociadas a cambios fenotipicos en los individuos [Milagro 2012]. Estas alteraciones
pueden originarse a lo largo de la vida adulta [Milagro 2011] aunque existe una mayor
predisposicion a manifestarse durante etapas perinatales [Morgan 2005, Waterland
2006]. Por consiguiente, resulta interesante abarcar distintos estadios de la vida para
el analisis de los efectos sobre el organismo de una suplementacién con sustancias que

pueden afectar potencialmente al fenotipo y a marcadores del epigenoma.

En este contexto, la finalidad del presente trabajo se ha orientado al estudio de la
suplementacién dietética con un céctel de sustancias prometilantes para la atenuacién
de la aparicién de NAFLD originada por un modelo dietético obesogénico. Ademas de
las posibles alteraciones fenotipicas, bioquimicas, transcriptémicas y epigenéticas, se
ha investigado tanto el efecto de este tratamiento en la vida adulta en ambos sexos
como su influencia en la descendencia cuando es suministrado a la madre durante la

lactancia.

1. Efectos de la dieta HFS

1.1 Ingesta de la dieta HFS en la edad adulta

El desarrollo de un modelo de obesidad inducido por la dieta en ratas Wistar machos
adultas se alcanzd con una dieta rica en grasas y sacarosa, comparable con la dieta

proobesogénica de los paises occidentales [Cordain 2005]. Tras 8 semanas de
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administraciéon dietética durante la edad adulta, los animales presentaron un fenotipo
obeso caracterizado por un incremento tanto en el peso como en la cantidad de grasa
corporal total, cuantificada mediante resonancia magnética [Nixon 2010], asi como de
cada uno de los depdsitos grasos obtenidos tras el sacrificio de los animales; grasa
retroperitoneal, grasa mesentérica, grasa perigonadal y grasa subcutdnea. Estos
resultados son coincidentes con estudios previos tanto de nuestro laboratorio [Lomba
2010, Paternain 2012a, 2012b] como de otros grupos de investigacion [El-Haschimi
2000, Farley 2003, Rahmouni 2005] en los que se ha empleado este tipo de dieta

experimental.

El incremento de peso debido a la ingesta de la dieta HFS en hembras se acompafiié de
un aumento parcial de los diferentes depdsitos adiposos, con un claro incremento de
la grasa retroperitoneal, aunque menos concluyente que en machos. En este sentido,
los datos disponibles en la literatura cientifica muestran evidencias de que una dieta
rica en grasa no siempre estd acompafiada de un fenotipo de obesidad en ratas
hembras [Taraschenko 2011], o que existe en hembras un efecto protector de
resistencia a presentar alteraciones metabdlicas patoldgicas originadas por una dieta
con alto aporte de hidratos de carbono simples, lo que podria ser debido a la accién de
las hormonas sexuales femeninas, a la diferente susceptibilidad al desarrollo de
resistencia insulinica entre machos y hembras o al distinto patrén de expresién
dependiente del sexo de genes vinculados a inflamacion y ateroesclerosis como el
PPAR alpha [Galipeau 2002, Horton 1997, Priego 2008]. Otros estudios han descrito
gue las hormonas esteroideas pueden jugar un papel importante en el metabolismo,
acumulacién vy distribucién de los depdsitos grasos [Campion 2008, Mayes 2004,
Paternain 2011], que la expresion en el tejido adiposo del receptor de estrégenos
ejerce un papel crucial en la lipolisis y oxidacion lipidica de una manera sexo-
dependiente [Benz 2012], y estudios a nivel cerebral han establecido una relacién
entre este gen vy la leptina vinculada con el control hipdtalamico del metabolismo [He
2012]. Por otro lado, se ha descrito que la expresion de ERa esta regulada mediante

cambios epigenéticos en su regidon promotora vinculados al cuidado materno durante

169



Discusion

etapas perinatales [Matsuda 2012]. Debido a estas diferencias en la respuesta a la
dieta dependiendo del sexo, se analizaron los resultados de forma separada para

machos y hembras.

La dieta rica en grasas y azucares simples provocd un estado inicial de esteatosis
hepatica, caracterizado por un incremento fisiopatoldgico de la infiltracion de grasa en
el higado, probablemente mediado por un aumento de la captacién de acidos grasos
del torrente sanguineo y de la sintesis hepatica de triglicéridos [Bechmann 2012,
Malaguarnera 2009]. Ademas la influencia del aumento de la ingesta de lipidos, se ha
descrito que la fructosa, monosacdrico obtenido en la disociacién de la sacarosa,
puede estimular la superproducciéon intestinal bacteriana, con el consecuente
incremento de metabolitos téxicos absorbidos a nivel intestinal y que llegan
directamente al higado [Armutcu 2005, Frazier 2011, Koteish 2001]. En este trabajo, se
combind en la misma dieta un elevado porcentaje de grasa (dieta hiperlipidica e
hipercalérica) con un alto contenido de fructosa para establecer una primera fase de
NAFLD, normalmente sin una grave disfuncion del metabolismo hepatico, ya que
resulta mas facilmente tratable y reversible que otros estadios mas avanzados como el

NASH o la cirrosis [Ekstedt 2006].

En machos adultos alimentados con la dieta HFS, se produjo un incremento en los
niveles de insulina (capitulo 2) como respuesta a la dieta [Boque 2009]. Pese a ello, la
hiperinsulinemia no fue aparentemente suficiente para controlar los niveles
plasmaticos de glucosa, presentando un estado de insulinoresistencia que estd
asociado a sindrome metabdlico y evolucion de NAFLD [Garcia-Monzon 2011, [Pagano
2002]. Por otra parte, el incremento parcial de los niveles de lactato plasmatico podria
llegar a estimular la gluconeogénesis hepatica, influyendo en el aumento de los niveles
plasmaticos de glucosa [Roden 2008]. Por el contrario, los niveles plasmaticos de
glucosa en hembras adultas alimentadas con una dieta HFS se mantuvieron estables.
Esta menor propension a padecer alteraciones relacionadas con el metabolismo de la

glucosa y control de la insulina en hembras podria se debida a la accion de las

170



Discusion

hormonas sexuales [Galipeau 2002, Horton 1997, Lu 2009, Priego 2008, Taraschenko
2011].

El perfil lipidico plasmatico también se alterd con la ingesta de la dieta obesogénica ya
que los niveles de colesterol plasmatico total se incrementaron, aumentando también
el LDL colesterol y disminuyendo del HDL colesterol. En este sentido, una dieta rica en
hidratos de carbono tiende a favorecer la sintesis hepatica de triglicéridos y su
secrecién al torrente sanguineo mediante las VLDL, precursoras de las LDL, para ser
repartido por los distintos tejidos del organismo [Boivin 1995]. El incremento
plasmatico de las LDL estd asociado a ateroesclerosis y alteraciones cardiovasculares
debido a su acumulacion en el endotelio vascular y a sus caracteristicas
proinflamatorias, prooxidantes y protrombdéticas [Badimon 2012]. Por otra parte, el
HDL colesterol es un factor antiaterogénico, cuya funcion es la retirada y eliminacion
del colesterol de los tejidos periféricos transportandolo al higado para su metabolismo
[Tall 2008]. La disminucidon de los niveles de HDL colesterol plasmatico en animales
alimentados con dietas obesogénicas y enriquecidas en sacarosa ha sido descrito
previamente [Kamgang 2005] y concuerda con nuestros hallazgos. Finalmente, el
colesterol total, incrementado en este experimento, no resulta tan informativo como
el indice aterogénico, calculado como la relacién entre los niveles de colesterol total y
de HDL colesterol, que es un marcador de riesgo cardiovascular [Li 2009, Park 2009,
Sugiura 2011)]. En este sentido, resulta controntrovertida la ausencia de un estado
plasmatico de hiperhomocisteinemia, ya que es otro factor diagndstico de riesgo
cardiovascular asociado a obesidad que ha sido descrito en modelos animales de
dietas hipercaldricas, también asociado a la evolucién de NAFLD mediante la
inactivacion de las enzimas hepaticas Cbs y Cgs encargadas de su metabolismo [Bravo
2011]. Por otra parte, el efecto mds comun de la ingesta de una dieta obesogénica en
ratas es el incremento de los triglicéridos y acidos grasos libres plasmaticos [Buettner
2007, Hariri 2010]. En nuestro trabajo se produjo un descenso de los niveles
plasmaticos de acidos grasos libres y una ausencia de cambios en la concentracion de

triglicéridos. En este sentido, estudios previos han descrito que en condiciones de
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ayuno se incrementan los niveles de acidos grasos libres en ratas con una alimentacién
control, mientras que en ratas alimentadas con una dieta obesogénica sus valores de
acidos grasos libres se mantienen estables, produciéndose una disminucién en sus
niveles de triglicéridos [Palou 2010]. Ademds ambas sustancias podrian haber
disminuido su concentracién plasmatica al distribuirse y almacenarse en el higado y
tejido adiposo durante el periodo de ayudo previo al sacrificio de los animales.
Finalmente, las diferencias bioquimicas del metabolismo lipidico asociadas al
dimorfismo sexual anteriormente descrito, podrian relacionarse con el distinto control

de la distribucion de lipidos en los tejidos y su metabolismo [Estrany 2011].

Como biomarcador enzimatico de dafio hepatico se suele emplear la relacion de las
enzimas hepdaticas AST yALT secretadas en sangre [Yang 2012]. Este ratio resulta un
método no invasivo para la evaluacion de NAFLD, mas informativo que la valoracion
aislada de cada una de las enzimas, siendo el dafio hepatico asociado directamente
proporcional al valor de esta relacion [lacobellis 2006, Yang 2012]. Debido a que el
objetivo de la administracion dietética de HFS no era causar una alteracion grave de la
homeostasis hepatica irreversible/fibrdtica, sino una situacion de acumulacién de
lipidos inicial, la elevacién significativa de este marcador debido a la ingesta dietética

no fue una constante en todos los modelos presentados en este trabajo.

Para el estudio del patrén de expresidon génica a nivel hepatico se realizd tanto un
analisis bibliografico previo a la cuantificacion de los niveles de ARNm de algunos de
los genes (capitulo 2), como un enfoque prospectivo basado en el andlisis mediante un
microarray de expresion del transcriptoma hepatico (capitulo 3). El empleo de técnicas
basadas en microarrays permite ahondar en los mecanismos implicados en el
desarrollo de enfermedades e identificar nuevos genes implicados en ellas [Campion
2006, Gu 2002]. Los resultados mas relevantes obtenidos mediante el empleo de esta
técnica fueron posteriormente validados mediante PCR a tiempo real, que es una
técnica aceptada y mas facilmente aplicable como rutina para el analisis de una mayor

bateria de muestras [Morey 2006].
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En un primer estudio de los niveles de expresién génica hepaticos basado en la
literatura cientifica previa (capitulo 2) se halléd una estrecha correlaciéon positiva entre
los niveles de expresion de Srebfl, Acaca y Fasn. Estos tres genes se encuentran
implicados en la ruta metabdlica de la lipogénesis de novo, lo cual sugiere un nivel de
actividad similar entre ellos y por tanto de toda esta ruta metabdlica [Strable 2010]. En
esta via AcacA cataliza la conversidén de acetilCoA a malonilCoA, mientras que Fasn
cataliza la conversion de esta molécula en acidos grasos saturados de cadena larga.
Ambas enzimas se encuentran reguladas por el factor de transcripcion Srebfl [Eberle
2004, Kohjima 2007], cuya expresién en ratas adultas resulté aumentada por la dieta
HFS (capitulo 4). Estos resultados, de forma conjunta, podrian indicar que la
lipogénesis de novo estd incrementada, lo cual ha sido recientemente descrito en la
aparicién de NAFLD debida a la ingesta de dieta ricas en grasa y en azUcares simples
[Abu-Elheiga 2012]. Otros estudios en humanos también han descrito que una
sobrecarga oral de sacarosa incrementa en sujetos obesos la sintesis de grasa hepdtica

manteniendo estable su oxidacidn [Marques-Lopes 2001].

Los niveles de expresion hepatica de la lipasa Mgll, relacionada con la activacién
intracelular de la hidrélisis de triglicéridos en acidos grasos y glicerol [Bastarrachea RA
2007], disminuyeron debido a la dieta HFS (capitulo 2). Estudios previos han descrito
qgue las variaciones gendmicas de esta enzima de caracteristicas lipoliticas podrian

estar asociadas con la presencia de obesidad extrema [Daye 2012, Harismendy 2010].

Por otra parte, el analisis de la expresion hepatica de Fabp4, proteina implicada en la
captaciéon y transporte de acidos grasos libres y sobreexpresada en obesidad y
sindrome metabdlico [Terra 2011] no presentd cambios significativos. Esta isoforma de
la familia de transportadores Fabp presenta elevados niveles de expresion en tejido
adiposo [Chmurzynska 2006], en el que esta regulada su expresién por PPAR gamma
[Rosen 2001], aunque ha sido también descrita su expresién hepatica asociada a la
cantidad de grasa acumulada en este tejido e independientemente del fenotipo de
obesidad [Westerbacka 2007]. Otras investigaciones también han descrito que ratones

knock-out para Fabp4 y Fabp5 desarrollan resistencia a obesidad inducida por la dieta,
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menor susceptibilidad a padecer diabetes tipo 2 y menor propension a la acumulacion
de grasa en el higado [Maeda 2005, Newberry 2006]. En nuestro trabajo, la dieta
obesogénica produjo, sin llegar a ser significativa, cierta tendencia al aumento de la
expresion de Fabp4, lo que significaria que la entrada a los hepatocitos de acidos

grasos libres esta siendo promovida por esta via.

Tras un primer acercamiento al estudio de los niveles de expresién hepdtica alterados
por la ingesta de la dieta HFS en ratas adultas, se realizé6 un microarray de expresion
(capitulo 3). Respecto a los genes estudiados previamente es notorio que en un
preliminar analisis estadistico presentd diferencias significativas en el mismo sentido
debidas a la ingesta de la dieta obesogénica de Mgll (descenso) y Fabp4 (aumento).
Tras aplicar la correccién de FDR-BH estos resultados perdieron su significacién, razén
por la que se decidié continuar con el estudio de otros genes de interés metabdlico y
con cambios en los valores de expresion para la validacion de los resultados
transcriptdmicos hepdticos del microarray. El estudio y validacion mediante PCR a
tiempo real de los resultados permitid caracterizar un incremento de la expresiéon de
los genes LepR, Btc, Agpat3, Esrl, Mstl y Fatl, asi como un descenso en el ARNm de
Srebf2, Mme, Mif y Gsr.

Niveles elevados de expresion génica de Btc, Esrl, Mstl y Fatl se encuentran
asociados con procesos de proliferacion celular y desarrollo de hepatocarcinoma,
cancer de colon y de mama [Kwaepila 2006, Saridaki 2010, Song 2010, Tsiambas 2011].
El aumento descrito de sus niveles de ARNm hepatico inducido por la dieta HFS podria
estar asociada con la acumulacién de grasa en el higado como el primer paso en el
desarrollo de NAFLD y su posterior evolucién a NASH, cirrosis y cancer [Ekstedt 2006].
Como ya se ha descrito anteriormente, el Esrl estd vinculado al dimorfismo sexual a
nivel hormonal [Benz 2012, He 2012], y se ha observado que el patron de expresién
génica hepdtica relacionada con el metabolismo de los andrégenos y estrégenos

también es dependiente del sexo [Hirao 2011].
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La ingesta de una dieta HFS en la edad adulta produjo un incremento de la expresion
hepatica del receptor de la leptina. Los estudios previos en ratas sobre el efecto de una
dieta obesogénica se han centrado en el anadlisis de su expresion en el tejido adiposo,
describiendo una regulacién de ésta depdsito y sexo dependiente [Priego 2010]. Por
otra parte, un incremento del tejido adiposo aumenta la secrecidon de leptina [Gomez-
Ruiz 2011, Marti 1999], cuya administracion directa produce un incremento hepatico
de la expresion de Lepr en ratones [Cohen 2005]. Ademas se ha descrito que en un
modelo de roedores con hiperinsulinemia, alteracién del metabolismo de la glucosa y
progresiva disfuncién hepdtica, la expresion de Lepr se encuentra elevada [Cohen
2007]. En este sentido, ratas con NAFLD causado por un déficit de colina y metionina,
presentaron un incremento de la expresion de este gen [Yang 2012]. La dieta
obesogénica también incrementd la expresion del gen Agpat3, involucrado en la
sintesis hepatica de triglicéridos, favoreciendo de esta manera la acumulacién celular

de lipidos [Takeuchi 2009].

El descenso de la expresion hepatica de Gsr y Srebf2 por a la ingesta de la dieta HFS en
edad adulta podria debido a su alto contenido en sacarosa y lipidos. El glutatidn es un
potente antioxidante celular cuya forma reducida reacciona con las especies reactivas
de oxigeno neutralizandolas y oxidandose [Mari 2009]. La enzima Gsr reduce este
glutation recuperando asi su capacidad antioxidante [Lu 2009, Pompella 2003]. En este
sentido, se ha descrito que dietas con un alto contenido en fructosa (monosacarido de
la sacarosa) pueden disminuir las defensas antioxidantes celulares ademas de generar
alteraciones en la eficiencia mitocondrial, que podrian estar asociadas a la ganancia de
peso corporal [Crescenzo 2012]. Para la confirmacion de este efecto podria realizarse
la cuantificacién de los niveles de glutation oxidado y glutatiéon reducido. Por otra
parte, una dieta hiperlipidica esta vinculada a un incremento del nivel de colesterol
plasmatico [Siri-Tarino 2010] y se ha publicado que elevados niveles de este
metabolito estdn asociados a la inhibicién de la expresién de Srebf2 regulada por
mecanismos epigenéticos mediados por microRNAs [Najafi-Shoushtari 2010, Rayner

2010, Wang 2009].
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El gen Mme, también conocido como neprilisina o CD10, esta implicado en Ia
degradacion de péptidos que a nivel de sistema nervioso central pueden afectar a la
formacion de las vainas de mielina, por lo que un incremento de su expresién podria
favorecer la aparicién de Alzheimer [Blomqvist 2010]. En el higado esta asociado al
sindrome de Alagille, que es una enfermedad genética humana caracterizada por
alteraciones de la funcionalidad hepatica normal (normalmente colestasis) asociada a
un descenso de los niveles de ARNm del gen Mme [Byrne 2007]. Asi, las
complicaciones hepaticas relacionadas con obesidad parecen alterar la expresiéon de

Mme en el mismo sentido.

En relacién a la expresion hepatica del gen Mif, citoquina ampliamente expresada en
enfermedades de tipo inflamatorio [Hori 2003], se ha considerado que estados
avanzados de dafio hepdtico se caracterizan por un incremento de su expresién [Liu
2010]. Pese a ello, en una primera etapa de esteatosis, este aumento se considera mas
una consecuencia del dano hepatico que su causa [Akyildiz 2010]. Por otra parte, una
disminucion de la expresion de Mif se asocia a un efecto protector sobre la resistencia
insulinica y la intolerancia a la glucosa [Verschuren 2009]. Esta observacién coincide
con la ausencia de efecto de la dieta sobre los niveles plasmaticos de glucosa (capitulo
3), y podria ser debido a un descenso del estado inflamatorio, principalmente del
tejido adiposo, que favoreceria la captacién de glucosa sin afectar a la gluconeogénesis

hepatica [Verschuren 2009].

Finalmente, las enzimas ADN metiltransferasas son promotoras del proceso de
metilacion del ADN, siempre de acuerdo con la disponibilidad de sustratos
prometilantes [Ding 2012]. En situaciones de hepatocarcinoma en ratas se ha
documentado un incremento tanto en la expresidn como en los niveles de las
proteinas hepaticas Dnmt3a y Dnmt3b, encargadas de la metilacion de novo del ADN, y
de la Dnmtl1, implicada en el mantenimiento de los niveles/patrén de metilacion del
ADN celular [Majumder 2002]. Ademads, modelos dietéticos de dafio hepatico
originado mediante el déficit de sustancias donantes de grupos metilo también

inducen un aumento de la expresién de Dnmtl y Dnmt3a, asociados a alteraciones en
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el OMC, que podrian ejercer un efecto supresor de la expresion de genes especificos
mediante la hipermetilacion de sus promotores confiriendo a los hepatocitos una
programacion celular pre-neoplasica [Ghoshal 2006]. Asi, el incremento de la
expresion hepatica de Dnmtl debido a la ingesta de la dieta HFS en la vida adulta que
se describe en este trabajo (capitulo 4) podria estar ligado al aumento de la
acumulacién de grasa hepatica como primer paso en la patogénesis de NAFLD y su
futura evolucion hacia NASH, cirrosis o hepatocarcinoma [Starley 2010]. Ademas, la
inflamacién relacionada con obesidad en tejido adiposo ha sido relacionada con el
aumento de la expresion de Dnmt3a [Kamei 2010]. También se ha estudiado su
implicacion en procesos inflamatorios de la mucosa gastrica asociados a la metilacion
de Cxcl2, IL-1b, Nos2 o Tnfa [Niwa 2010], a nivel cutdneo con la activacién de Cox-2
[Yue 2011], en respuesta a alérgenos mediante el incremento de la expresién de Hdac3
[Kim 2012] o en inflamacién de mucosa en cancer de colon [Foran 2010]. Debido a la
estrecha correlacién positiva descrita en este trabajo entre las enzimas Dnmtl,
Dnmt3a y Dnmt3b (capitulo 4) se podria concluir que los procesos de metilacién del
ADN hepatico podrian alterarse como consecuencia de la ingesta de una dieta HFS en

la edad adulta.

Una creciente evidencia cientifica confirma que dietas obesogénicas tienen una
potencial capacidad para provocar alteraciones en el epigenoma [Campion 2009],
principalmente durante las etapas perinatales [Martinez 2012, Vucetic 2010], aunque
también en la edad adulta [Lomba 2010]. Las alteraciones mas comunmente
estudiadas son las referentes a la metilacién del ADN en sitios CpG [El-Maarri 2003].
Estas uniones de grupos metilo dificultarian la union de los factores de transcripcidn,
impidiendo el inicio de ésta, por lo que frecuentemente un incremento en los niveles
de metilacion del promotor de un gen esta asociado a un descenso en sus niveles de
expresion [Campion 2009]. Otros autores proponen que la hipermetilacion de
secuencias susceptibles a unirse con factores de represién transcripcional también
podrian incrementar los niveles de expresidn génica [Ngo 1996]. En este estudio no se

encontré una relacion clara entre los niveles de expresion y de metilacién, aunque
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cambios en algunos de los sitios CpG analizados fueron relacionados con el efecto de la
dieta o con alteraciones fenotipicas o bioquimicas de los animales. En este sentido,
habria que considerar que la regulacion epigenética de la expresidn génica no es sélo
debida a la metilacion del ADN, sino que existen otros factores reguladores como
modificaciones en las colas aminoacidicas terminales de las histonas o efectos de los
microRNAs que podrian afectar a los niveles de ARNm [Campion 2010, Huang 2011].
Por otra parte, aunque algunos de los cambios de metilacidon estudiados pudieran no
ser demasiado elevados, sobre todo en comparacién con los descritos en
enfermedades tumorales [Delgado-Cruzata 2012, Feng 2012], estudios epigenéticos
relacionados con la obesidad han demostrado que pequefos cambios en el porcentaje
de metilacién de algunos sitios CpG pueden ser metabdlicamente determinantes

[Milagro 2009, Toperoff 2012].

El incremento de la metilacion de secuencias repetitivas del ADN en leucocitos
sanguineos se ha asociado a obesidad y riesgo cardiovascular [Kim 2010]. En nuestro
modelo se cuantificd el nivel de metilacion global del ADN hepatico [Pogribny 1999,
Pogribny 2004] sin apreciar cambios debidos a la ingesta de la dieta HFS. Sin embargo,
este dato no significa que no hubiera alteraciones de metilacién en sitios CpG
especificos, ya que el cardcter cambiante del epigenoma puede admitir
simultdneamente hipermetilaciones e hipometilaciones [Milagro 2011], con lo que
podria obtenerse un balance global neutro con ausencia de cambios en la metilacién

global del ADN.

Estudios previos de nuestro grupo han hallado cambios en los niveles de metilacién del
promotor del gen Fasn en tejido adiposo epididimal de ratas Wistar macho
alimentadas con una dieta obesogénica durante la edad adulta [Lomba 2010]. Dando
continuidad a esta linea de investigacion, el analisis de la metilacion hepatica del
promotor de Fasn, implicado en la lipogénesis de novo, permitié encontrar cambios en
los niveles de metilacién de varios de los CpGs incluidos en el amplicon analizado
(desde -1177pb hasta -668pb respecto del inicio de la transcripcion). Asi, la ingesta de

HFS provocd tanto hipermetilaciones de sitios CpG como hipometilaciones. Estos
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efectos fueron independientes del sexo aunque se observaron menores alteraciones
en las ratas macho. El amplicén de Fasn fue analizado para la busqueda de elementos
de respuesta mediante el programa Alibaba 2.1 [Grabe 2002]. Con esta herramienta se
evidencié que varios de los CpGs con modificaciones en la metilacién debidas a la
ingesta de la dieta HFS presentaron secuencias consenso para la unién del factor de
transcripcion CTCF (factor de unién CCCTC). CTCF ha sido previamente descrito como
un factor de transcripcion dependiente de metilacidon [Rodriguez 2010] e implicado en
la regulacién de los genes “imprintados” Igf2 y H19, vinculados a obesidad
[Braunschweig 2011, Coolen 2011, Fu 2004]. La presencia de esta secuencia consenso
sugiere que la expresiéon del gen Fasn podria estar regulada por mecanismos
epigenéticos mediados por CTCF, aunque no se encontraron cambios significativos de
expresion hepatica debidos a la ingesta de la dieta HFS. En este sentido, otros estudios
sugieren que los cambios de expresién en este gen son mds susceptibles en tejido
adiposo que en el higado y una dieta rica en grasa favorece estas alteraciones en
mayor medida que una dieta combinada de alto contenido de azucares simples y

grasas [Lomba 2010a, 2010b].

El gen Esrl ha sido definido como un posible epiobesogen, es decir, un gen relacionado
con la obesidad cuyo promotor es susceptible de ser regulado epigenéticamente
[Campion 2009, Mori 2010, Sertic 2009, Tian 2012]. Ademas, este gen se encuentra
estrechamente vinculado a las diferencias hormonales a nivel sexual [Benz 2012, He
2012, Hirao 2011]. En el andlisis de la metilacion de su regién promotora se hallé un
descenso debido a la ingesta de la dieta obesogénica en el sitio CpG 14 (-2623 pb),
correlacionandose estos niveles con parametros vinculados a la manifestacién de
obesidad como la ganancia de peso y grasa, asi como con el peso del higado y su
porcentaje de grasa acumulada. Este dato podria unirse a estudios previos, que
aprecian un descenso en los niveles de metilacion del promotor de este gen, cuando el

dano hepatico evoluciona de cirrosis hacia hepatocarcinoma [Archer 2010].

Por otra parte, también se incrementaron los niveles de metilacién del promotor del

gen Agpat3 en el sitio CpG10 (-11592pb) debido a la ingesta de la dieta HFS. Estos
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cambios no se correlacionaron con el incremento de la expresion de este gen por la
dieta HFS y que carece de estudios previos que relacionen la metilacién especifica de

su promotor y cambios de patrén epigenético debidos a la dieta.

La metilacién del promotor el gen Mme, aunque sin presentar cambios y con unos
porcentajes de metilacion muy bajos, mostré el mismo perfil que el descrito por Byrne
y col [Byrne 2007] en humanos. La administracién de la proteina Mme estd siendo
actualmente estudiada como una via prometedora en la lucha contra el céncer,
enfermedad estrechamente ligada a la metilacidon del ADN [Esteller 2008], debido a su
actividad proteolitica de sustancias de la matriz extracelular secretadas en procesos
tumorales como la elastasa, fibronectina, laminina, colageno tipo | y IV, fibrindgeno y
plasminégeno [Lavilla-Alonso 2012, Zucker 2004]. Por otra parte, los niveles de
metilacion del promotor de Mif han sido estudiados previamente en células
polimorfonucleares sanguineas humanas y en lineas celulares relacionadas con cancer
aungue, como en nuestro modelo, no se encontraron correlaciones con los niveles de
expresion génica. Asimismo, la metilacion de sitios CpG en la regidén proximal del
promotor de Mif se considera un evento poco comun y se ha sugerido que su
regulacién podria estar mediada por otros mecanismos epigenéticos o por la

metilacion de otras regiones del ADN [Bernstein 2007, Roger 2007].

Como conclusion, la ingesta de una dieta HFS en edad adulta provoca cambios
fenotipicos definidos por un incremento de tejido adiposo e infiltracion de grasa
hepdtica, asi como alteraciones bioquimicas plasmdticas caracteristicas relacionadas
con la homeostasis lipidica y de la glucosa y con biomarcadores de dano hepdtico y
riesgo cardiovascular. El andlisis transcriptomico del higado mostré alteraciones de
genes relacionados con rutas del metabolismo lipidico, de la proliferacion celular y
cdncer, de la defensa antioxidante y de la metilacion del ADN. Finalmente, pese a no
encontrar cambios en los niveles de metilacion global del ADN, la ingesta de la dieta
HFS produjo cambios en los niveles de metilacion especificos en sitios CpG de algunos
genes de interés, estando relacionadas estas alteraciones con la posible union de

factores de transcripcion, alguno de los cuales es dependiente de la metilacion del ADN.
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1.2. Ingesta de la dieta HFS en la lactancia materna. Efectos sobre la

descendencia en la edad adulta y sobre su respuesta a la dieta HFS.

En edad adulta con dieta control

La alimentacion durante los periodos perinatales esta asociada con la susceptibilidad al
desarrollo de obesidad en la vida adulta, asi como con sus comorbilidades asociadas
[Gluckman 2008, Hanson 2011, Hochberg 2011, Martinez 2012, Ozanne 2007]. En este
contexto, uno de los objetivos de este trabajo fue el analisis de los efectos de la
ingesta materna de la dieta HFS durante la lactancia sobre las caracteristicas de la
descendencia, asi como sobre su respuesta a la ingesta de esta dieta HFS en edad

adulta (capitulo 4).

Las ratas cuyas madres fueron alimentadas con dieta HFS durante la lactancia
presentaron un fenotipo de obesidad al inicio de la edad adulta (semana 12 de vida)
caracterizado por un aumento de su peso y en el porcentaje de grasa total. Estos
resultados concuerdan con otros estudios que han descrito un incremento en la
adiposidad de la descendencia con una dieta materna obesogénica durante la
gestacion [Khan 2005]. Por el contrario, un estudio de Wright y col. [Wright 2011]
describié que la ingesta de una dieta rica en grasa durante la lactancia podia alterar la
conducta alimentaria en la descendencia, aunque no hallaron cambios significativos de
peso en su edad adulta. En nuestro estudio, no se encontraron diferencias de la
ingesta en la vida adulta, mientras que las diferencias fenotipicas tendieron a
desaparecer con el paso del tiempo, ya que en la semana 20 de vida no se apreciaron
variaciones en peso ni grasa total debidas a la ingesta materna de HFS durante la
lactancia, aunque si se observd un aumento depdsito-especifico en la grasa epididimal
y en la subcutdnea de las ratas cuyas madres se alimentaron la dieta HFS respecto a las
gue lo hacian con una dieta control. Estos resultados podrian significar que cuanto mas
cercano se encuentra tratamiento dietético materno, las alteraciones de la

descendencia relativas al “recuerdo metabdlico” de la dieta materna son mas
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evidentes [Beck 2012]. El traslado de esta hipdtesis a seres humanos, ademas de las
posibles implicaciones éticas, puede presentar dificultades debido a que los habitos
dietéticos, principal causa de obesidad, también son heredados de los padres [Spruijt-
Metz 2002]. Ademads, la obesidad es una enfermedad crdnica, por lo que su
manifestacion en edades tempranas suele mantenerse en la edad adulta,
complicandose ademas con la aparicion de enfermedades relacionadas como diabetes

o alteraciones cardiovasculares [Barton 2012, Must 2003, Raghuveer 2012].

La dieta obesogénica materna no provocd cambios bioquimicos plasmaticos relevantes
en la descendencia, probablemente porque la regulacion de estos pardmetros esta
también controlada por otros factores incluyendo la ingesta de nutrientes en cada
momento y, por tanto, una regulacién de origen materno durante la lactancia resulta
complicada. En este sentido, otros estudios han descrito una ausencia de cambios en
los niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL colesterol o acidos grasos
libres durante la edad adulta tras una dieta materna obesogénica durante la lactancia

[Alzamendi 2010, Khan 2005].

Respuesta a la dieta HFS en edad adulta

El efecto de la respuesta a la dieta HFS en la edad adulta dependiendo de la ingesta
dietética materna durante la lactancia (cHFS Vs hfsHFS) fue también investigado
(capitulo 4), observdandose un incremento de la grasa acumulada en el higado que
podria ser debido a un efecto sumatorio de la dieta obesogénica primero a nivel
materno y después en la edad adulta. Este efecto fue previamente descrito por Rajia y
col. [Rajia 2010] empleando una dieta rica en grasa y realizando un estudio
fisiopatoldgico hepatico mediante pruebas histoldgicas. Adicionalmente, estudios
previos en ratones han asociado el consumo de una dieta hiperlipidica durante la vida
de la madre, incluyendo la gestacién y la lactancia con alteraciones en el metabolismo
lipidico de la descendencia, favoreciendo un estado de hipertensiéon e incrementando
la acumulacion hepatica de lipidos [Elahi 2009]. Nuestro estudio pone de manifiesto la
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importancia de la etapa materna escogida para realizar una intervencién nutricional
sobre la futura descendencia, ya que probablemente, ampliando nuestra intervencién
al periodo de gestacién o vida adulta de la madre los cambios sobre la descendencia 'y
su respuesta dietética serian posiblemente mayores, aunque su origen mas dificil de

determinar.

El incremento observado en los niveles de HDL colesterol, junto con el descenso del
indice aterogénico, puede resultar controvertido debido a que estaria sugiriendo un
efecto protector cardiovascular originado por la ingesta materna de dieta HFS [Li 2009,
Park 2009, Sugiura 2011]. En este sentido, podria plantearse la especulaciéon de un
efecto adaptativo o de acomodacién frente a una situacién adversa en una etapa
temprana de la vida que intenta compensarse en el futuro [Casey 2012, Wells 2007].
Algunos estudios previos parecen indicar que podria existir un incremento del
colesterol total en la descendencia como respuesta a una ingesta dietética
obesogénica en la edad adulta, mas estrechamente relacionado con la elevada ingesta
materna de grasa que con la de sacarosa [Coates 1983]. Este trabajo empled un
tratamiento de corta duracién en la vida adulta (3 dias), por lo que los resultados
mostraron una respuesta inicial frente a una dieta obesogénica de forma aguda vy, por
tanto, no resulta comparable con nuestra pauta dietética, mas prolongada. Por el
contrario, Brown y col. [Brown 1990] estudiaron los cambios en el perfil lipidico
relacionados con una dieta materna rica en grasas durante el gestacidén y la lactancia
sobre la respuesta a la dieta de la descendencia, sin encontrar alteraciones notables en

el HDL colesterol.

Respecto a los cambios observados sobre la expresion génica, se produjo un descenso
en los niveles de ARNm hepaticos de la enzima Dnmtl, implicada en los procesos de
metilacion del ADN [Jeltsch 2002] y cuyos niveles de expresion en modelos animales de
obesidad no han sido anteriormente descritos. Esta disminuciéon ha sido también
descrita en ratones ante una situacion de estatohepatitis no alcohdlica inducida por
una dieta deficitaria en grupos metilo [Pogribny 2009] o en una situacidon de

hepatotoxicidad debida a la inhalacion de altas dosis de 1-3 butadieno [Koturbash
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2011]. Por tanto, existe un posible vinculo entre situaciones de dafio hepdtico de
distinto origen y un descenso en la expresion de Dnmtl que podria ser el precursor en
muchos casos de un desequilibrio epigenético en el higado [Chang 2010, Dudley 2011,
Sookoian 2010, Tryndyak 2011].

Respecto al descenso de la expresion hepatica de Lepr, un analisis del efecto global de
la dieta HFS en edad adulta (capitulo 4) informa de un incremento de la expresion de
Lepr en la vida adulta independientemente de la dieta materna. Posiblemente, el gran
incremento del grupo cHFS podria ser la causa del “relativo descenso” en la expresion
de Lepr debida a la ingesta de una dieta HFS en la lactancia. Estos datos también
podrian sugerir que la dieta materna obesogénica hubiera originado un mecanismo de
recuerdo o memoria [Barker 2004, Ozanne 2007] para el control de la expresién de
Lepr como respuesta por segunda vez a la misma dieta. En este sentido, un estudio de
Pico y col. [Pico 2007] estudié el efecto en ratas de una dieta rica en grasa sobre la
expresion hipotaldmica en edad adulta de Lepr, observando menores niveles de ARNm
hepaticos. Por otra parte, un estudio en ratas con un déficit de metionina y colina
describieron un incremento de la expresion hepatica de Lepr en un modelo de NAFDL

inducido por la dieta [Cohen 2007].

Como conclusion, la ingesta materna de una dieta HFS durante la lactancia provoca el
incremento del peso y del tejido adiposo. La respuesta a la dieta HFS en la vida adulta
de los animales cuyas madres se habian alimentado durante la lactancia con una dieta
HFS se caracterizé por un incremento de la acumulacion hepdtica de grasa con una
disminucion de su riesgo cardiovascular y con una menor expresion hepdtica de genes

relacionados con el desarrollo con obesidad y con los procesos de metilacion del ADN.

2. Efecto de la suplementacion prometilante

El déficit dietético de algunos elementos nutritivos como la colina y la betaina es

ampliamente empleado para el establecimiento de modelos animales de NAFLD vy su
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posterior evolucion a NASH, cirrosis y hepatocarcinoma [Kajikawa 2011, Pogribny
2009, Sahai 2004, Starlard-Davenport 2010, Tryndyak 2011, Vetelainen 2007]. Algunos
estudios en ratones se han centrado en el efecto protector de la suplementacién con
betaina sobre la acumulacidon de grasa hepatica, proponiendo una activacion del gen
del receptor de insulina [Kathirvel 2010]. Estas sustancias son moléculas activadoras de
la metilacién del ADN, denominadas prometilantes, necesarias para el equilibrio del
metabolismo celular y con efectos beneficiosos sobre la homeostasis del organismo a
una dosis adecuada [Carmel 2008, Krueger 2004, Taruscio 2011, Woodbury 1993].
Algunas moléculas prometilantes como la propia betaina o el acido félico se han
asociado con una mejora del estrés oxidativo, mediada por un descenso sérico de
TNFa, asi como de la inflamacion hepatica, ligada a la activacién de AMPK [Buettner
2010, Kwon do 2009]. El 4cido fdélico y la vitamina B;, han sido estudiados y son
actualmente prescritos en mujeres en etapas periconceptuales para la prevencion de
defectos en el tubo neural y del desarrollo de otras enfermedades de la descendencia
[Ba 2011, Chmurzynska 2011, Dhobale 2011, Wilson 2007]. Los efectos de estas
sustancias prometilantes en periodos perinatales estdn relacionados con cambios
epigenéticos en la descendencia debido a la accesibilidad al ADN durante las primera
etapas del desarrollo en las que, como ya hemos comentado en la introduccion, los
distintos tipos celulares se encuentran en continua division quedando el ADN mas
accesible para reaccionar con agentes externos [Ozanne 2007, Waterland 2004]. Estos
sustratos son moléculas donantes de grupos metilo implicadas en la regulacién de la
expresion génica por su efecto sobre el metabolismo de la metilacién del ADN [Cooper
2012, Waterland 2008]. El céctel de suplementacién prometilante administrado en
nuestros estudios fue previamente empleado en ratones Agouti, en los que se observé
que la expresidn de su trasposdn agouti quedaba epigenéticamente silenciada
mediante su hipermetilacion interrumpiendo la transmisiéon a la descendencia de su
caracteristico fenotipo de obesidad, asi como de la coloracién parda de su pelaje
[Waterland 2003, 2006, 2008]. Estos estudios con sustancias prometilantes

desafortunadamente no incluyeron el andlisis de los cambios en la metilacién global
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del ADN ni en los niveles de metilaciéon especifica de promotores de otros genes

relacionados con obesidad.

2.1. Efecto de la suplementacion prometilante de la dieta control

2.1.1. Efecto de la suplementacidon prometilante de una dieta control en edad

adulta.

La suplementacién de una dieta control con sustancias prometilantes en edad adulta
provocd un descenso en el ratio de transaminasas hepaticas (ALT/AST), el marcador
bioquimico plasmatico de dafo en el higado descrito con anterioridad [lacobellis 2006,
Yang 2012]. Esta alteracién puede resultar inesperada, ya que el higado de las ratas
sometidas a una dieta control equilibrada como la empleada en nuestros estudios es
un higado sano. De hecho, algunos estudios con roedores emplean una dieta
deficitaria de grupos metilo para establecer un modelo experimental de NAFLD con el
subsecuente incremento de las transaminasas [Koca 2008, Zhang 2009]. Por el
contrario, otros estudios se centran en su suplementacidn para regenerar un higado en
una situacién patolégica [Buchman 2001, Medici 2011]. Por tanto, los efectos descritos
en este trabajo sobre un higado sano con una dieta equilibrada son dificiles de explicar
en base a la bibliografia previa. Debido al posible efecto de algunas sustancias
prometilantes sobre la permeabilidad de la membrana mitocondrial [Eskandari 2012,
Yu 2010] una posible hipdtesis de trabajo podria ser que este efecto favoreciera la
salida de AST de este orgdnulo, por lo que su presencia en plasma incrementaria
afectando al ratio ALT/AST, pero sin un incremento hepatico real de ninguna de las dos
transaminasas. Por otra parte, al contrario que la ALT, de sintesis exclusiva hepatica, la
enzima AST es sintetizada por otros tejidos, por lo que una alteracién de su
concentracion plasmatica podria estar ligada a un fallo en la normal funcionalidad de

drganos distintos al higado.
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Los metabolitos relacionados con el colesterol se incrementaron, mostrando mayores
niveles plasmaticos de colesterol total debido al aumento tanto de los niveles de LDL
colesterol como de HDL colesterol. Estudios previos han descrito una elevacién en las
concentraciones de colesterol HDL debido a la suplementacion de sustancias donantes
de grupos metilo como la betaina [Schwahn 2007] y el acido félico [Villa 2005] en
ratones y humanos, respectivamente. Al mantener el equilibrio entre HDL y LDL el
efecto metabdlico no debe ser aparentemente perjudicial, ya que no se producen
cambios en el valor del indice aterogénico, marcador de riesgo cardiovascular [Ansari
2012, Seiva 2010]. Este incremento en los valores normales de ambas moléculas
podria significar que la movilizaciéon de triglicéridos hacia los tejidos y el retorno al
higado de acidos grasos se encuentra aumentado, por lo que el metabolismo lipidico

se encontraria probablemente acelerado.

Recientemente se ha establecido el vinculo entre los niveles de metilacién global del
ADN vy el desarrollo de distintas enfermedades como el cancer [Esteller 2008], la
obesidad [Kim 2010], la diabetes [Zhao 2012] o la esquizofrenia [Melas 2012]. En
nuestro modelo, se aprecia un descenso en los niveles de metilacidon hepatica total del
ADN debido a la suplementacién de sustancias prometilantes, lo cual ha sido descrito
con anterioridad en ratones sometidos a una suplementacién dietética de folato y
selenio [Armstrong 2011]. Asi, la suplementacion realizada afecta al equilibrio
epigenético basado en la metilacién del ADN, que es un proceso plastico constante de
continuos cambios favoreciendo la metilacién/desmetilacion y repercutiendo asi en el
control de su expresion génica. En nuestro caso, este equilibrio esta desplazado hacia
un mayor numero de genes hipometilados, aunque posiblemente también hayan
ocurrido hipermetilaciones en algunos genes. Las mujeres suplementadas con acido
félico también presentan unos menores niveles de metilacion de manera tiempo-,
dosis- y genotipo- dependiente [Crider 2011]. Por el contrario, Li y col. [Li 2011] no
encontraron cambios en la metilacién hepatica global en ratas alimentadas durante
seis generaciones con un céctel prometilante basado en la suplementacién de colina,

betaina, metionina, zinc, acido félico y vitamina By,. La importancia de estos cambios
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en el epigenoma radica en que pueden controlar la expresidon génica afectando al
control hepatico de las principales rutas metabdlicas asi como a su respuesta sobre
posteriores estimulos ambientales [Milagro 2012, Zimmer 2011]. Por otra parte, hay
que destacar que los sustratos prometilantes suplementados no son los donantes
directos de los grupos metilo del ADN (ver figura 7 de la introduccién), sino que
favorecen la formacion de S-adenosilmetionina, que cede el grupo metilo
convirtiéndose en S-adenosilhomocisteina. La cuantificacién de ambos pardmetros y su
relacion es un dato importante para conocer la metilacion del ADN vy seri adecuada su

medicion para futuros estudios con este tipo de modelos experimentales.

Respecto a la metilacién especifica de los promotores de los genes estudiados sélo se
encontraron cambios en el patron de metilacién de Agpat3 en estos grupos, lo que
podria parecer confuso debido a que los niveles de metilacion global variaron mas que
por la dieta obesogénica o por la suplementacion prometilante de ésta, mientras que
la metilacién especifica parece variar en menor grado en los promotores de los genes
especificos estudiados. Aun asi, como hemos explicado con anterioridad, esto no
significa necesariamente que hubiera mas cambios de metilacidén sobre el ADN, ya que
podria significar que los ocurridos seguian un patréon de cambio similar. En este caso, el
promotor de Agpat3, crucial para la sintesis de triglicéridos [Takeuchi and Reue 2009],
incrementd su metilacion en el sitio CpG10 del amplicén analizado (-11592pb) debido
a la suplementacién del céctel prometilante en ratas con una dieta control. Otros
estudios previos han observado que los genes involucrados en la sintesis hepatica de
triglicéridos, presentan menor expresion con dietas deficitarias en sustancias
donadoras de grupos metilo, aungque no realizd ningun estudio de tipo epigenético
[McNeil 2009]. En nuestro caso, la hipermetilacién descrita no estuvo acompafiada de
cambios en la expresidn génica, por lo que serian necesarios mas estudios conjuntos
de expresion y metilacion de genes involucrados en la biosintesis de triglicéridos

hepatica [Takeuchi 2009].
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2.1.2. Efectos de la suplementacion prometilante de una dieta control en la
lactancia materna. Efectos sobre la descendencia en la edad adulta y sobre su

respuesta a la dieta HFS.
En edad adulta con dieta control

La dieta control estd disefiada para que el fenotipo de los animales sea el caracteristico
de una salud éptima. Asi, alterar su composicién podria acarrear alteraciones, que
podrian ser negativas. En este estudio, se suplementd durante la lactancia una mixtura
de moléculas activadoras de la metilacién del ADN, que generalmente presentan un
efecto beneficioso sobre el organismo [Carmel 2008, Krueger 2004, Taruscio 2011,
Woodbury 1993]. El andlisis de los cambios inducidos por la suplementaciéon con
sustancias prometilantes se dificulta aun mds cuando se realizan sobre la ingesta
materna durante la lactancia y se estudian los efectos del tratamiento en la
descendencia en su edad adulta. En este sentido, los efectos debidos a la dieta
materna durante la lactancia resultan mas obvios y medibles cuanto mas jovenes sean
los animales [Beck 2012]. Otro posible motivo para la ausencia de cambios sobre la
descendencia podria ser que el efecto positivo de los estudios previos de estos
sustratos en el higado se ha realizado en condiciones fisiopatoldgicas de dafio hepatico
previo y no, como en nuestro estudio, con un higado sano de ratas alimentadas con

una dieta control [Buchman 2001, Buettner 2010, Kwon do 2009, Medici 2011].

Respuesta a dieta HFS en edad adulta

Por otra parte, se estudid la predisposicidon a cambios en la respuesta a una dieta HFS
en edad adulta debidos a la suplementacién materna de una dieta equilibrada control
con sustancias prometilantes durante la lactancia (cHFS Vs csuplHFS). Asi, el efecto de
la ingesta de las sustancias prometilantes durante la lactancia condicioné a la
descendencia para su futura respuesta al tratamiento obesogénico provocando un

incremento en la ganancia de peso condicionado por la ingesta de una dieta HFS.
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Algunas investigaciones previas con ratas Wistar suplementadas durante la gestacion
con un cdctel multivitaminico que incluia acido félico, vitamina By, y colina también
mostraron que la respuesta a un tratamiento dietético obesogénico de la
descendencia durante la edad adulta estaba acompanado de un mayor peso final de
los animales, con un posible origen en alteraciones de la conducta alimentaria durante

el desarrollo fetal a nivel del sistema nervioso central [Szeto 2009].

Los animales de nuestro estudio alimentados con dieta control en su edad adulta no
presentaron diferencias debidas a la ingesta materna del céctel prometilante, lo que
significa que existe una programacion perinatal que preparé a los individuos para la
respuesta a un estimulo adverso en la edad adulta, caracterizando a este modelo como
un ejemplo de DOHaD [Barker 2004, Gluckman 2008, Martinez 2012, Ozanne 2007].
Esta teoria plantea que la nutricion en los primeros estadios de la vida puede
condicionar la susceptibilidad a padecer enfermedades en la edad adulta [Barker 2004,
Martinez 2012]. La propuesta inicial se basé en modelos epidemioldgicos
circunstanciales como el efecto de la desnutricion materna durante el embarazo en
épocas de hambruna y la susceptibilidad de la descendencia a padecer obesidad,
enfermedades cardiovasculares y diabetes Painter 2005, Ravelli 1999, Roseboom 2000,
2006]. La adaptacion a modelos de experimentacidn animal permite la manipulacién
en estadios tempranos de la vida, profundizando en los mecanismos implicados de
origen genético y epigenético [Davidson 2009, Kim 2009, Lillycrop 2007, Steegers-
Theunissen 2009, Waterland 2008].

Respecto a los niveles plasmaticos de los indicadores bioquimicos, se aprecié un efecto
protector ante dafio cardiovascular asociado una disminucion del colesterol total,
debido principalmente a un descenso del LDL colesterol, lo cual acarreé
consecuentemente una mejora del indice aterogénico [Ansari 2012, Seiva 2010]. La
suplementacién con acido félico podria ejercer un efecto beneficioso sobre el perfil
lipidico mediante su efecto colerético, por el que favorece la secrecién de colesterol a
nivel biliar, asi como mediante la disminuciéon de la actividad de la HMG-CoA

reductasa, enzima implicada en la sintesis de colesterol y cuyos inhibidores
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farmacoldgicos, las estatinas, son empleados en pacientes con hipercolesterolemia
[Ojeda 2008]. El descenso del riesgo cardiovascular asociado a la ingesta de sustancias
prometilantes ha sido descrito en humanos tanto mediante el andlisis epidemioldgico
de los niveles dietéticos de ingesta de acido félico y vitamina By, [Misra 2008] como
mediante la suplementacién directa de acido félico a mujeres postmenopausicas [Villa

2005].

Por otra parte, el descenso del indice aterogénico se correlaciond negativamente con
los niveles de ARNm hepaticos de LepR, que presentaron una disminucion significativa
promovida por la ingesta materna del cdctel prometilante. Los niveles del receptor
soluble de leptina plasmatica se incrementan en estados de obesidad, fibrosis y
diabetes [Cohen 2007, Yang 2012], por lo que este descenso podria describirse como
un efecto beneficioso debido la suplementacién dietética con sustancias prometilantes
durante la lactancia. Por otra parte, como ya hemos comentado los niveles de
expresion cuantificados en las ratas cHFS capitulo 4 son muy elevados, ya que en el
capitulo 2 también se describe un claro incremento de la expresién de este gen debida
a la dieta aunque cuantitativamente bastante menor. Por tanto, la menor expresién
hepatica de Lepr descrita en este punto dependiente de la suplementacién materna,

deberia interpretarse con cautela.

Como conclusion, la ingesta durante la vida adulta de una dieta control suplementada
con sustancias prometilantes provoco un descenso de los marcadores bioquimicos de
hepatopatia, asi como cambios en los niveles de metilacion global del ADN y de
metilacion especifica en sitios CpG concretos. Cuando esta suplementacion dietética se
administro a las madres durante la lactancia, la respuesta de su descendencia a la
dieta HFS en edad adulta se caracterizd principalmente por un incremento de peso,

pero asociado a un descenso del riesgo cardiovascular.
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2.2. Efecto de la suplementacion prometilante de la dieta HFS

2.2.1. Efectos de la suplementacion prometilante de una dieta HFS en edad

adulta.

En ratas adultas, las sustancias donadoras de grupos metilo no influyeron en la
acumulacién de grasa en el tejido adiposo, aunque si lo hicieron sobre la acumulacién
de grasa hepdtica [Perseghin 2011]. De esta manera, este cdctel prometilante presenté
un efecto protector frente a la manifestacion de NAFLD debida a una dieta HFS, que es
la principal caracteristica hepatica del sindrome metabdlico y origen de alteraciones
fisiopatoldgicas relacionadas con la obesidad [Fabbrini 2009]. Como se ha comentado
anteriormente, para el disefio de estudios con modelos animales dietéticos de NAFLD
se emplea de forma rutinaria una dieta deficitaria en sustancias donantes de grupos
metilo [Kajikawa 2011, Pogribny 2009, Sahai 2004, Starlard-Davenport 2010, Tryndyak
2011, Vetelainen 2007], por lo que resultaria plausible nuestro planteamiento del
empleo de esta suplementacién para prevenir el daino hepatico inducido por una dieta

obesogénica.

Al igual que con los animales sometidos a una dieta control, la suplementacién con
sustancias prometilantes produjo un incremento en los niveles de colesterol total, HDL
y LDL. El equilibrio entre ambas fracciones evita un aumento del riesgo cardiovascular
asociado al indice aterogénico [Ansari 2012, Seiva 2010]. Estudios previos han descrito
un efecto protector ante patologias de origen cardiovascular de la suplementacién
dietética con betaina y acido félico ante una situacion fisiopatoldgica caracterizada por
el incremento del riesgo aterogénico [Schwahn 2007, Villa 2005]. Ademas, la esteatosis
hepatica podria esta asociada a un incremento de los niveles de lactato, potencial
activador de la gluconeogénesis, lo que también explicaria el aumento plasmatico de
glucosa descrito por la ingesta de la dieta HFS [Kalhan 2011, Nunes 2011]. La
suplementacién empleada en nuestro estudio revirtié el incremento de estos niveles
de lactado inducido por la dieta HFS, posiblemente desplazando el metabolismo

hepatico hacia otras rutas metabdlicas favoreciendo asi la sintesis de otros sustratos,
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como por ejemplo los de origen lipidico, lo que a su vez podria relacionarse con el
aumento de los niveles de colesterol total, HDL y LDL. En este sentido, la ruta de la
lipogénesis de novo parece estimulada debido a la suplementacion de la dieta HFS con
sustratos prometilantes, ya que incrementd el nivel de expresion hepatica de AcacA,
implicada en la lipogénesis de novo y correlacionada positivamente con la expresion de

Fasn y Srebfl [Kohjima 2007, Strable 2010].

El gen Ccl2, también conocido como Mcp1, codifica para una citoquina relacionada con
la respuesta inflamatoria y ateroesclerosis, cuya sintesis se encuentra incrementada en
obesidad, mientras que a nivel hepatico estimula el reclutamiento de monocitos y
macrofagos para hacer frente a una situacion de dano tisular [Baeck 2012,
Bastarrachea RA 2007]. Por tanto, y pese a que el estadio de NAFLD de nuestro estudio
se encuentra en una fase aparentemente temprana, un incipiente efecto
hepatoprotector de la suplementacién dietética con sustancias prometilantes se
evidencid en la disminucién de la expresién de esta citoquina. Por otra parte, el
receptor de la leptina incrementd su expresion. Este resultado, podria asociarse al
incremento sugerido del metabolismo lipidico, debido a los elevados niveles de
colesterol y la activacion de la lipogénesis plasmatica, y estimulacidén subsiguiente del
metabolismo del tejido adiposo. Asi, podrian encontrarse incrementados los niveles de
leptina plasmatica, que estimularian el incremento de la expresidon hepatica de Lepr

[Cohen 2005].

Respecto a los cambios epigenéticos estudiados, el analisis de la metilacién global del
ADN no mostré cambios debidos a la suplementacion dietética prometilante como
podria haberse esperado, ya que si los hubo al suplementar con estas sustancias la
dieta control. Esta ausencia de cambios globales no es determinante de ausencia de
cambios de metilacién, ya que la metilacién global del ADN resulta de la media del
sumatorio de todos sus cambios especificos, normalmente con hipermetilaciones e
hipometilaciones de sitios CpGs de los promotores de multiples genes
simultdneamente y no de de la metilacidn un sdlo sitio CpG o un promotor de un gen

de manera especifica [Bunce 2012, Fang 2012].
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Las alteraciones de la metilacidon del promotor de Fasn debidas a la suplementacién de
la dieta HFS con sustancias prometilantes fueron dependientes del sexo. Asi, mientras
que en machos no se observaron alteraciones, en hembras se produjo una
hipermetilacién en los CpGs 9, 10-11 y 20-21 del amplicén analizado (-800, -816, -818, -
965 y -986 pb). Estos sitios GpG forman parte de secuencias de nucleétidos putativas
para la unién del factor de transcripcion CTCF, el cual ha sido caracterizado como un
factor de transcripcién dependiente de metilacién [Rodriguez 2010]. La falta de valores
de expresién génica hepatica en hembras no permitié el andlisis de los resultados de
metilacion del promotor de Fasn junto con sus valores de expresion en este sexo. En
este contexto, estudios previos en tejido adiposo han descrito cambios en el patrén de
metilacion de esta misma region debidos a una dieta obesogénica [Lomba 2010],
aunque éste es el primer estudio en el que se analizé empleando una suplementacién

de sustancias prometilantes.

El porcentaje de metilacion del amplicédn analizado de Srebf2 en el sitio CpG 23_24 (-
167 y -156 pb) disminuyé debido a la suplementacién de sustancias prometilantes en
una situacion de ingesta dietética HFS en ratas adultas. El amplicon de Srebf2 fue
analizado para la pesquisa de elementos de respuesta mediante el programa Alibaba
2.1 [Grabe 2002]. El empleo de esta herramienta informatica describié al sitio CpG23
como parte de una secuencia consenso de ADN para la unién los factores reguladores
de la transcripcién Krox20 y Gli3, implicados en la biosintesis de lipidos inducida por
Srebf [Leblanc 2005] y con la severidad del dafio relacionado con el higado graso en
ratones [Fleig 2007]. Asi, estos resultados sugieren un nuevo nexo entre los niveles de

colesterol plasmatico y la regulacion epigenética de Srebf2 en situacion de NAFLD.
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2.2.2. Efectos de la suplementacion prometilante de una dieta HFS en la
lactancia materna. Efectos sobre la descendencia en la edad adulta y sobre su

respuesta a la dieta HFS.
En edad adulta con dieta control

El Unico efecto detectado en la descendencia debido a la suplementacion prometilante
de una dieta materna HFS durante la lactancia fue el incremento de la concentracion
plasmdtica de la homocisteina. Esta molécula estd estrechamente vinculado a la
metilacion del ADN celular [Kotsopoulos 2008]. Ademas, elevados niveles plasmaticos
de homocisteina pueden ser biomarcadores de riesgo cardiovasculares, por lo que el
efecto de la suplementacién materna podria parecer negativo en este aspecto
[Kotsopoulos 2008]. Ademas, resulta sorprendente que estas mayores concentraciones
se asocien a estados carenciales de vitamina By, y acido félico, ya que en nuestro caso
se presentan con su suplementaciéon materna [Karatela 2009, [Scorsatto 2011]. En este
sentido, no se apreciaron cambios en otros marcadores asociados a riesgo
cardiovascular como peso, tejido adiposo, colesterol o triglicéridos, por lo que el
incremento debido a la suplementacion materna de sustancias prometilantes con una
dieta HFS resulta controvertido. Por otra parte, un elevado contenido de acido félico y
vitamina By, de la dieta en edad adulta se asocia inversamente a la concentracion

plasmatica de homocisteina [Ray 2000].

Respuesta a la dieta HFS en edad adulta

Ademas, se analizo el efecto de la suplementacién prometilante durante la lactancia
materna cuando iba acompafiada de una dieta HFS con una dieta obesogénica HFS
sobre la respuesta de la descendencia a esta misma dieta en su edad adulta (hfs-HFS
Vs hfs suplHFS). Asi, la suplementacion materna de la dieta HFS predispuso a un
fenotipo adulto de respuesta a la ingesta de HFS caracterizado por un incremento de

tejido adiposo, paralelo a una disminucién en el contenido de grasa hepatica. Como
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hemos descrito previamente, este efecto a nivel hepdtico habia sido previamente
observado en ratas suplementadas con este céctel promotor de procesos de
metilacion del ADN durante la vida adulta (capitulos 1, 2 y 3), por lo que se confirmd
este efecto, esta vez basado en una programacién previa de la descendencia via
nutricion materna [Barker 2004]. Los mecanismos implicados en este
condicionamiento de la futura respuesta de la descendencia a la dieta parecen estar
asociados con cambios epigenéticos en la prole que se mantienen en el tiempo
[Martinez 2012]. Ejemplos de estos procesos seria la ingesta en la gestaciéon de una
dieta hipoproteica en roedores asociada a cambios en la descendencia sobre la
metilacion del promotor del gen Lxr alpha, implicado en la regulacidn de la lipogénesis
de novo [van Straten 2009] o la suplementacién de esta dieta con acido fdlico
provocando cambios en la expresion y metilacién del receptor de glucocorticoides y
del PPAR gamma [Lillycrop 2005]. La alteracién en la distribucidn de los depdsitos
grasos, sugiere que el exceso de grasa no almacenada en el higado ha migrado hacia el
tejido adiposo, su principal lugar natural de almacenamiento [Bjorntorp 1996]. Este
hecho resulta altamente positivo, ya que Fabbrini y col [Fabbrini 2009] demostraron
gue es el contenido de triglicéridos en el higado, y no la cantidad de tejido adiposo
visceral, quien participa en las alteraciones metabdlicas relacionadas con la obesidad.
Por consiguiente, la prevencidn de la acumulacidn de grasa hepatica podria alterar la
reorganizacion lipidica incrementando el tejido adiposo y el fenotipo de obesidad pero

sin sus complicaciones asociadas.

Por otra parte, el incremento de la acumulacidn de lipidos en el tejido adiposo estd
relacionado con alteraciones del perfil bioquimico plasmatico relacionadas
frecuentemente con un incremento de riesgo cardiovascular [Karatela 2009, Sugiura
2011]. Otra consecuencia debida al incremento del tejido adiposo, seria la mayor
secrecion de la hormona leptina y paralelamente de su receptor a nivel celular [Cohen
2005, Marti 1999, Medici 2010, Tall 2008]. Este aumento de expresidon se ha asociado

en estudios previos con la presencia de citoquinas proinflamatorias, que podrian estar
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incrementadas en nuestro estudio debido al aumento del tejido adiposo [Ockenga

2007].

Como conclusidn, el efecto de la suplementacion de una dieta HFS con sustancias
prometilantes en la vida adulta previno a acumulacion de grasa hepdtica ademds de
promover un incremento del metabolismo lipidico a nivel plasmdtico y afectar a la
expresion y metilacion especifica de genes relacionados con el metabolismo lipidico a
nivel hepdtico. Cuando las sustancias prometilantes se administraron a la dieta HFS
materna durante la lactancia, se produjo una prevencion de la acumulacion hepdtica
de lipidos de forma paralela a su acumulacion en el tejido adiposo, asociado a riesgo

cardiovascular y al incremento de la expresion de genes relacionados con obesidad.

3. Corolario

Este conjunto de investigaciones se ha centrado en el posible efecto hepatoprotector
de la suplementacion dietética de sustancias prometilantes sobre la infiltracidon de
grasa en el higado originada por la ingesta de una dieta obesogénica. En este sentido,
nuestra hipétesis ha sido probada en tres modelos experimentales distintos de ratas
Wistar durante su vida adulta tanto en machos como en hembras, asi como por el
efecto de la alimentacidon materna durante la lactancia en la futura respuesta a la dieta
obesogénica. Los efectos de las sustancias donantes de grupos metilo sobre la
acumulacién hepdtica de lipidos han sido por tanto reproducibles en distintas
condiciones, aportando validez y consistencia a las conclusiones finales de este
trabajo. Por otra parte, también han sido estudiados otros rasgos fenotipicos de estos
modelos, ademas del perfil bioquimico plasmatico y diversas caracteristicas

transcriptomicas y epigenéticas hepaticas.

La dieta HFS en ratas adultas produjo un modelo de obesidad caracterizado por un
aumento de los depdsitos grasos asi como por una infiltracién lipidica en el higado que

fue prevenida mediante la suplementacion dietética de sustancias prometilantes. A
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nivel plasmatico la ingesta de la dieta obesogénica se caracterizé por un desequilibrio
de las variables relacionadas con la homeostasis de la glucosa, con riesgo
cardiovascular y con dafio de la estructura hepatica, mientras que el efecto principal
de su suplementacion con sustancias prometilantes fue el incremento de los
metabolitos relacionados con el transporte de acidos grasos libres y triglicéridos.
Ademas, tanto la ingesta de la dieta HFS como de éste patrén suplementado con
agentes prometilantes promovieron cambios tanto de expresién como de metilacion
especifica en genes relacionados con el metabolismo lipidico, situaciones de dafio
hepatico, de proliferacién celular y cancer, defensa antioxidante o metilaciéon del ADN.
En este sentido no se apreciaron variaciones de la metilacién global en estos grupos,
aunque si en animales adultos alimentados con una dieta control suplementada con

agentes prometilantes.

La obesidad y sus comorbilidades estan relacionadas con la ingesta dietética materna;
la ingesta de una dieta HFS en la lactancia provocé un incremento de peso y grasa
corporal en la descendencia. Cuando ésta fue alimentada en su edad adulta con una
dieta HFS respondié con una mayor acumulacién de grasa en el higado ademas de
presentar cierta disminucion del riesgo cardiovascular y cambios en la expresion de

genes relacionados con obesidad y con la metilacién del ADN.

La suplementacidn prometilante de una dieta control durante el periodo de la
lactancia materna no presentd alteraciones en las ratas adultas, aunque su respuesta a
una dieta HFS en edad adulta estimulé un incremento del peso, la mejora de
parametros bioquimicos relacionados con riesgo cardiovascular y alteraciones de la
expresién génica. Por otra parte, cuando se realizd esta suplementacion a ratas
lactantes con una dieta HFS se produjo en la descendencia un incremento de la
homocisteina plasmatica, marcador de riesgo cardiovascular, que volvid a apreciarse
como respuesta a una dieta HFS en la edad adulta, en donde se observdé como efecto
mas importante una disminucién de la acumulaciéon de grasa en el higado y su

derivacién hacia el tejido adiposo.
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A continuacién se adjuntan dos figuras que sintetizan las alteraciones principales sobre
las caracteristicas corporales, plasmaticas y de expresidon y metilacién génica debidas
tanto a la ingesta de una dieta HFS como a la suplementacién de la dieta con

sustancias prometilantes tanto en la vida adulta como por efecto de la dieta materna

durante la lactancia.
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Efecto de la suplementacion dietética con sustancias prometilantes.
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1. La ingesta de una dieta rica en grasa y sacarosa (HFS) durante la vida adulta
favorece, independientemente del sexo, un modelo de obesidad inducida por la dieta
caracterizado por un incremento de peso y grasa corporal y a nivel hepdtico por un
incremento de la acumulacién lipidica. La suplementacidon de una dieta obesogénica
con sustancias prometilantes durante la vida adulta previene la acumulacién de grasa

hepatica en ambos sexos.

2. La ingesta materna durante la lactancia de una dieta HFS produce en la
descendencia, en la edad adulta, un incremento de peso y grasa corporal. Esta ingesta
materna elevada de grasas y azucares durante la lactancia predispone a la
descendencia a incrementar también la acumulacion de grasa hepdtica como
respuesta a esa misma dieta obesogénica en la edad adulta. Este efecto es prevenido
por la suplementacién materna de la dieta obesogénica con sustancias prometilantes
durante la lactancia, que sin embargo se ve acompafada por un incremento en la

acumulacién de tejido adiposo.

3. La ingesta de la dieta HFS en edad adulta produce un incremento del indice
aterogénico (colesterol total/colesterol HDL), asi como resistencia a la insulina. La
suplementacién dietética prometilante en edad adulta estimula el metabolismo del

colesterol independientemente de la composicion de la dieta.

4. La ingesta materna de una dieta HFS durante la lactancia se asocia a un descenso en
el indice aterogénico en la respuesta a la dieta obesogénica en la descendencia. La
suplementacién prometilante materna de una dieta control durante la lactancia ejerce
en la respuesta a la dieta HFS de la descendencia un descenso del indice aterogénico,
mientras que la suplementacién materna de la dieta obesogénica durante la lactancia

promueve un incremento del indice aterogénico de la descendencia en la vida adulta.

5. El estudio nutrigendmico hepatico de las alteraciones producidas por la ingesta de

una dieta obesogénica en edad adulta presenta modificaciones en la expresiéon

hepatica de genes relacionados con el metabolismo lipidico (Mgll, Agpat3, Srebfl,

Srebf2 y Lepr), proliferacion celular y cancer (Btc, Esrl, Mstl1, Fat, Mme, Mif y Dnmt1) y
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defensas antioxidantes (Gsr). Las ratas alimentadas en edad adulta con dieta HFS y
cuyas madres reciben la misma dieta durante la lactancia presentan una menor
expresion hepatica de Lepr y Dnmtl en comparacidon con aquéllas cuyas madres se

alimentan con una dieta control durante la lactancia.

6. La suplementacién de una dieta HFS con sustancias prometilantes en la edad adulta
produce un incremento de la expresidn hepatica del gen lipogénico Acaca, asi como
una disminuciéon de la expresién de la citoquina Ccl2, implicada en procesos
inflamatorios y aterogénicos. El efecto de la suplementacién dietética de sustancias
prometilantes sobre la expresion hepatica de Lepr es dependiente de la ingesta
dietética; la suplementacion de la dieta HFS, tanto en edad adulta como durante la
lactancia, se asocia a un incremento de su expresion hepatica, mientras que la
suplementacién en edad adulta de la dieta control produce un descenso en sus niveles

de ARNm.

7. La ingesta de una dieta obesogénica en edad adulta no produce alteraciones de la
metilacion global del ADN aunque si una hipermetilaciéon del gen Agpat3 (-11592pb
respecto del inicio de la transcripcion) asi como una hipometilacion de Esrl (-2623pb)
correlacionada con grasa corporal e intrahepatica. Esta dieta produce sobre el
promotor de Fasn alteraciones en su patrén de metilacidn tanto por hipermetilacién (-
800, -816 y -818pb) como hipometilacién (-714, -888, -904, -953, -968, -986pb) de

sitios CpG especificos.

8. La suplementacion de una dieta control con sustancias prometilantes en la edad
adulta modifica el patréon epigenético disminuyendo la metilacién global del ADN y
produciendo un incremento en la metilacién especifica del promotor del gen Agpat3 (-

11592pb), implicado en la sintesis de triglicéridos.

9. La suplementacidn de una dieta HFS con sustancias prometilantes en la edad adulta
induce una hipermetilacién del promotor del gen Fasn en ambos sexos (-800, -816, -

818, -965 y -986pb). Por otra parte, en machos adultos se observa una hipometilacién
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del promotor del gen Srebf2 (-157 y -167pb) correlacionada positivamente con los

niveles plasmaticos de colesterol LDL.

Conclusion general

La suplementacién dietética con un céctel de sustancias prometilantes (betaina, colina,
acido félico y vitamina Bjy;) previene la acumulacion de grasa hepatica debida a la
ingesta de una dieta con un alto porcentaje de grasa y sacarosa en ratas. Este efecto
protector es independiente del sexo y puede alcanzarse mediante su ingesta en edad
adulta o debido a su ingesta por la madre durante la lactancia. El transcriptoma y el
epigenoma hepatico se encuentran alterados tanto por la ingesta de una dieta
obesogénica como por la suplementacidon con sustancias prometilantes, afectando a
genes implicados en obesidad, metabolismo lipidico, dafio hepatico o metilacion del

ADN.
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1. A high-fat-sucrose (HFS) dietary intake during adulthood promotes, in a sex-
independent manner, a diet-induced obesity model characterized by a rise on body
weight and fat mass and by an increase of hepatic fat accumulation. Obesogenic diet
supplementation with methyl donor substrates prevents liver fat accumulation in both

sexes.

2. Maternal HFS diet intake during lactation induces an increase in offspring body
weight and fat mass. This elevated intake of fat and sucrose during sucking predispose
to higher liver fat accumulation when offspring are fed the same obesogenic diet
during adulthood. This effect is prevented by maternal methyl donor supplementation
during lactation. Parallel to this decrease in offspring liver fat accumulation there is an

increase in adipose tissue depots.

3. HFS intake during adulthood induces an increase in the value of atherogenic index
(total cholesterol/HDL cholesterol), as well as insulin resistance. Dietary
promethylating supplementation during adulthood alters cholesterol related variables

regardless dietary composition.

4. Maternal HFS intake during lactation is associated with a decrease in the
atherogenic index value on the offspring fed the obesogenic diet during adulthood.
Maternal control diet supplemented with promethylating agents during lactation
presented decreased atherogenic index values when offspring were fed a HFS diet,
while the supplementation of HFS diet lactating mothers promotes an increase in

atherogenic index values in the adult offspring.

5. The nutrigenomic study of obesogenic dietary intake effects on hepatic mRNA
expression profile showed changes on lipid metabolism (Mgll, Agpat3, Srebfl, Srebf2
and Lepr), cellular proliferation and cancer (Btc, Esrl, Mstl, Fat, Mme, Mif y Dnmt1)
and antioxidant defense (Gsr) related genes. Animals fed on HFS during adult life
whose mothers were fed the same diet during lactation, present lower Lepr and
Dnmt1 liver gene expression than those whose mothers were fed control diet during
lactation.
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6. Consumption of a methyl donor supplemented HFS diet in adult life promotes
increased hepatic gene expression levels of the lipogenic Acaca gene, as well as a
decrease on cytokine Ccl2 gene expression, which is related to inflammatory and
atherogenic processes. Dietary methyl donor supplementation affects liver Lepr gene
expression when HFS is supplemented, in both adult or during lactation, where
expression levels are increased, while supplementation of control diet during

adulthood decreases Lepr mRNA hepatic levels.

7. Obesogenic dietary intake during adulthood does not change global DNA
methylation levels, although a hypermethylation of Agpat3 gene promoter (-11592bp
respect to the transcriptional start site) was found, as well as a hypomethylation of
Esrl promoter (-2623bp) that correlated with intrahepatic and total body fat mass. The
intake of the HFS diet induces changes in Fasn specific CpGs methylation status by
hypermethylation (-800, -816 y -818bp) and by hypomethylation (-714, -888, -904,
-953, -968, -986bp).

8. Methyl donor supplementation of a reference diet during adulthood modifies the
epigenetic pattern by decreasing global DNA methylation levels and by increasing
specific DNA methylation on Agpat3 gene promoter (-11592bp), a tryglyceride

synthesis related gene.

9. Methyl donor supplementation of the HFS diet during adulthood induces Fasn
promoter specific hypermethylation in both sexes (-800, -816, -818, -965 y -986pb).
Moreover, adult male rats show a hypomethylation of Srebf2 promoter gene (-157 vy -
167bp) that is positively correlated with plasma LDL cholesterol levels when fed on HFS

supplemented diet.
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General conclusion

Dietary supplementation with a promethylating cocktail (containing betaine, choline,
folic acid and vitamin Bj;) prevents against high-fat-sucrose diet induced liver fat
accumulation in rats. This protective effect is sex-independent and occurs by
supplementing during adult life or by maternal intake during lactation. Hepatic
transcriptome and epigenome are altered by obesogenic diet intake and by methyl
donor dietary supplementation, affecting obesity, lipid metabolism, liver damage or

DNA methylation related genes.
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