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RESUMEN

La obesidad materna o la exposicion a dietas caldricas durante los periodos
pregestacionales y gestacionales promueven alteraciones en el metabolismo y la
inmunidad de la descendencia a largo plazo. Sin embargo, poco se ha estudiado sobre
el impacto del consumo excesivo de alimentos caldricos en la descendencia como un
componente importante en el desarrollo de trastornos conductuales relacionados con
alteraciones en la motivacién por recompensas. Ademds, tampoco se conocen los
mecanismos moleculares vinculados a modular el efecto de la nutricién sobre la
modulaciéon conductual, que incluyen a la epigenética. En esta tesis probamos la
hipétesis de que el consumo de alimento hipercaldrico de madres durante el embarazo
y lactancia altera la motivacion en la descendencia, y si estos cambios se correlacionan
con modificaciones epigenéticas especificas de la microglia en genes proinflamatorios.
Para abordar nuestra hipétesis, empleamos un modelo in vitro de células de microglia
expuesto a inductores metabdlicos de la respuesta inflamatoria y si ésta se modula
farmacoldgicamente por agentes epigenéticos. Ademads, usamos un modelo in vivo de
ratas Wistar hembra expuestas a dieta de cafeteria durante 9 semanas que incluye:
antes, durante y después del embarazo, protocolo conocido como programacion fetal;
y analizamos si la programacién fetal induce cambios en la motivacién de la
descendencia empleando Condicionamiento Operante (protocolos FR1, FR5 y PR en
la caja de Skinner). Finalmente, para demostrar la existencia de un mecanismo
epigenético en la modulacion conductual de la descendencia, expusimos a la
descendencia a dieta rica en donadores de grupos metilo, 4cido f6lico, betaina, vitamina
B12 y colina y analizamos su motivacién por prueba de Condicionamiento Operante.
Los resultados nos indican que los genes involucrados en la activacion inflamatoria de
la microglia en el cerebro (IL-6, TNFa,IL1B,IL10,IFIT1) pueden ser modulados
epigeneticamente utilizando inhibidores de enzimas encargados en metilacion y
acetilacion y que se correlacionan con el aumento antes observado de marcadores de

activacion glial como IFIT1 y por lo tanto, modificar el comportamiento. Ademads, la
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programacion fetal con dieta hipercalérica aumenta la susceptibilidad de

descendencia a presentar comportamiento adictivo, ya que se encontr6 que el gruj
con dieta de cafeteria tenia mayor nimero de eventos en los protocolos evaluados
que utilizando una dieta suplementada con donadores de metilos, es posible modific

el metiloma e inducir cambios en la conducta de la descendencia, disminuyendo

comportamiento adictivo.
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ABSTRACT

Maternal obesity or exposure to caloric diets during the pre-gestational and
gestational periods promote alterations in the metabolism of offspring in the long term.
However, little has been studied about the impact of excessive consumption of caloric
foods in offspring and behavioral disorders related to alterations in the motivation for
rewards and regulatory mechanisms of this, such as epigenetics. In this thesis we tested
the hypothesis that the consumption of caloric food of mothers during pregnancy and
lactation alters the motivation in the offspring, and if these changes are correlated with
specific epigenetic modifications of the microglia in proinflammatory genes. We used
microglia cell culture analysis exposed to epigenetic pharmacological modulators and
stimuli that induce the inflammatory response and, as an in vivo model, female Wistar
rats exposed to a 9-week diet that includes: before, during and after pregnancy, a
protocol known as fetal programming. We analyzed whether fetal programming
induces changes in offspring motivation using Operant Conditioning (protocols FR1,
FRS5 and PR in the Skinner box). The results indicate that the genes involved in the
activation of microglia in the brain can be modulated epigenetically and that they
correlate with the previously observed increase in glial activation markers such as
IFIT1 and this modify behavior, in addition to fetal programming with hypercaloric
diet increases the susceptibility of the offspring to present addictive behavior and that
using a diet supplemented with methyl donors, it is possible to modify the methylome

and induce changes in the behavior of the offspring.
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CAPITULO 1

I. INTRODUCCION

La obesidad se define como la acumulacion anormal o excesiva de grasa, en gran
parte asociada con un desequilibrio energético entre las calorias consumidas y las
calorfas gastadas (WHO, 2017). La presencia de obesidad incrementa la susceptibilidad
para el desarrollo de patologias metabdlicas que incluyen en parte a la diabetes tipo 2
y cardiovasculares, entra otras (WHO, 2017). El consumo frecuente y excesivo de
alimentos hipercaldricos o de alto contenido energético, es uno de los factores mds
importantes que contribuyen al desarrollo de la obesidad. La incapacidad de los sujetos
con obesidad para controlar la ingesta excesiva de comida hipercaldrica, sugiere la
existencia de un comportamiento adictivo o de recompensa, similar al observado en el
abuso de drogas (Kenny, 2011; Land & DiLeone, 2012). De interés, tanto la conducta
compulsiva para la busqueda de comida hipercaldrica como la mostrada durante la
bisqueda de drogas se registran en un circuito cerebral conocido como el circuito de la
recompensa. Este circuito se compone principalmente de regiones cerebrales selectivas
que incluyen el area ventral tegmental (AVT), la amigdala, la corteza prefrontal (CPF)
y el ndcleo accumbens (NAc) (N. D. Volkow, Wang, Tomasi, & Baler, 2013). Con
ello, la preferencia para la obtenciéon de la recompensa, ya sea alimento caldrico o
drogas, se vuelve exagerada en relacion con otras recompensas de tipo natural (N. D.

Volkow et al., 2013).

Estudios de los dltimos afios han confirmado ampliamente que el establecimiento
de la adiccidn se asocia a un proceso de neuroplasticidad cerebral en las regiones del
circuito de la recompensa, que implica cambios inducidos por el uso cronico del
estimulo recompensante, generalmente identificado durante el abuso de drogas
(Ersche, Jones, Williams, Robbins, & Bullmore, 2013). Actualmente, diversas
investigaciones han identificado que la regién del NAc representa una regién clave

implicada en los procesos preferenciales-adictivos hacia la comida apetecible e
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hipercaldrica que conducen a la obesidad (Gutiérrez-Martos et al., 2018). De interés,
con evidencia reciente, empleando modelos animales de obesidad inducida por dieta
(DIO), se ha propuesto que la presencia de un estado positivo de energia se asocia al
desarrollo de conductas motivantes. En este contexto, nuestro grupo de investigacion,
y algunos otros alrededor del mundo, han reportado que dichos cambios son también
promovidos durante la exposicion de dieta grasa durante el desarrollo embrionario, y
son capaces de transmitirse a la descendencia en edades tempranas de la vida
(Camacho, 2017; Edlow, 2017). Este proceso fisioldgico, identificado hace algunas
décadas, se conoce como programacion fetal de la descendencia, en el cual, se propone
que estimulos ambientales o externos durante el embarazo son capaces de modular el
desarrollo embrionario del sujeto y programar negativa o positivamente la fisiologia de

la descendencia.

Lo anterior sugiere que el entorno nutricional materno desempeiia un papel
clave en la programacion de la salud en la descendencia, sugiriendo que la exposicion
a una dieta alta en grasa predispone a alteraciones en el sistema nervioso. De
importancia, se sabe que la exposicion a dieta alta en grasa en el contexto de obesidad
promueve un estado de inflamacién sistémica de tipo crénico (Claycombe, Brissette,
& Ghribi, 2015; Dong, Zheng, Ford, Nathanielsz, & Ren, 2013). Nuestro laboratorio
ha identificado que la descendencia de madres expuestas a dieta caldrica durante el
embarazo muestra la activacién génica de marcadores inflamatorios en el NAc (tesis
de maestria de MC. Larisa Montalvo Martinez). Se propone que estos cambios pueden
estar asociados con la activacion de mecanismos epigenéticos durante el desarrollo
embrionario fomentando cambios a largo plazo asociados al fenotipo adictivo en etapas
tempranas de la vida (Walker & Nestler, 2018). En este contexto, muy pocos estudios
han identificado los nutrientes selectivos capaces de inducir modulaciones epigenéticas
asociadas a la activacion de un perfil pro inflamatorio durante el desarrollo
embrionario, y su efecto en el desarrollo de conducta semejante a adiccion en la
descendencia (Claycombe et al., 2015), fundamentando la prioridad de la investigacién

con potencial de aplicacion traslacional.

17



En esta tesis caracterizamos el efecto de la programacion fetal por ingesta de
dieta caldrica en el desarrollo de conducta semejante a adiccién a la comida en la
descendencia y su modulacién por promotores farmacoldgicos de la metilacién de

genes proinflamatorios.
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CAPITULO 2

II. ANTECEDENTES

2.1 La obesidad, un problema de salud mundial.

El sobrepeso y la obesidad se definen como la acumulacién anormal o excesiva
de grasa que puede perjudicar la salud. La clasificacién de sobrepeso y obesidad en
adultos involucra el indice de masa corporal (IMC), que se define como el peso de una
persona en kilogramos dividido por el cuadrado de su altura en metros (kg/ m2) (WHO,
2017). La organizaciéon mundial de la salud define como sobrepeso a sujetos que
presentan un IMC mayor o igual a 25 y con obesidad un IMC mayor o igual a 30. La
presencia de un IMC elevado se considera un factor de riesgo importante para el
desarrollo de enfermedades crénicas que incluyen a la falla al miocardio, hipertension,
diabetes mellitus tipo 2, enfermedad hepatica, hiperlipidemia y ciertos tipos de cancer.
En general, alrededor del 13% de la poblacion adulta del mundo (el 11% de los hombres
y el 15% de las mujeres) presentaban obesidad en el 2016 y la prevalencia mundial de
la obesidad casi se triplicé entre 1975 y 2016. En México, més del 70% de la poblacién
adulta de edades entre los 30 y 60 afios muestra un fenotipo obeso (Arroyo & Herron,
2013; Déavila-Torres, Gonzélez-l1zquierdo, & Barrera-Cruz, 2015). Si las tendencias
continuan, para el afio 2030 se estima que el 38% de la poblacion adulta mundial tendra
sobrepeso y otro 20% sera obeso (Arroyo & Herron, 2013; Kelly, Yang, Chen,
Reynolds, & He, 2008). La obesidad tiene origenes multifactoriales, sin embargo, de
manera simple, el aumento de peso se relaciona con un incremento en el consumo
calorico que supera el gasto metabdlico del cuerpo. Se propone que el aumento en el
consumo de alimento es en parte asociado, pero no limitado, a cambios en la
preferencia de comida caldrica, y que ademads se incluyen diversas variables como el
género, aspectos socioculturales y geograficos de la poblaciéon (E. P. Williams,

Mesidor, Winters, Dubbert, & Wyatt, 2015).
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2.1.1 La obesidad puede considerarse un estado de comportamiento motivante
hacia la ingesta de alimentos hipercaléricos

Datos experimentales empleando modelos animales y en cohortes de humanos han
demostrado que la exposicion repetida a comida con alto contenido de grasa y/o azucar,
modula negativamente la integracion neuronal induciendo defectos en los mecanismos
de saciedad involucrados en el control de la ingesta de comida (Avena, Rada, &
Hoebel, 2008). Lo anterior promueve la incapacidad de los individuos con obesidad
para controlar la ingesta de comida hipercalérica (Kenny, 2011; Land & Dileone,
2012)). Por otra parte, diversas investigaciones han identificado una correlacién
conductual entre la adiccion a drogas y la ingesta descontrolada de alimentos. Por
ejemplo, en ambos casos, existe una pérdida del control sobre el consumo del estimulo
(droga o comida hipercaldrica) y muestran un uso continuo del estimulo a pesar de las
consecuencias negativas que implica su ingesta. Por ejemplo, los individuos muestran
mayor tiempo invertido en el consumo y la busqueda del estimulo con respecto a otras
actividades; y preserva un deseo intenso por obtener la recompensa (estimulo
satisfactorio generado por la droga o la comida hipercalérica),(Kenny, 2011; N. D.
Volkow et al., 2013; Nora D. Volkow & Wise, 2005). Con base en lo anterior, se ha
propuesto a la comida hipercaldrica como un elemento adictivo, capaz de generar
adiccion en el humano. En las siguientes secciones definiremos las bases

neurobioldgicas de la adiccion y su importancia en la ingesta de comida.

2.2 Adiccion

La adiccién se define como un trastorno crénico recurrente caracterizado por
(1) compulsién para buscar y tomar el estimulo, (2) pérdida de control para limitar el
consumo y (3) el surgimiento de un estado emocional negativo (p. Ej., Disforia,
ansiedad e irritabilidad) que refleja un sindrome de abstinencia motivacional cuando
se limita el consumo (Hebebranda et al., 2014; Koob, 2013). Por otra parte, en el 2013,
el “National Institute on Drug Abuse”, por sus siglas en inglés, definié a la adiccion

como una enfermedad neuroldégica crénica, caracterizada por un uso compulsivo y
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bisqueda del estimulo, a sabiendas de sus posibles consecuencias negativas que

presenta el individuo.

2.2.1 Etiologia de la adicciéon

Gran parte del conocimiento fisiolégico de los fendmenos adictivos proviene de
investigacion en la adiccion a las drogas, por lo que en esta seccion comentaremos los
fundamentos cientificos mds sobresalientes para explicar el desarrollo de la adiccion.
La adiccion presenta la integracion de vias o mecanismos neurobioldgicos
multifactoriales, que incluyen en su mayoria factores externos, factores genéticos y
epigenéticos, que tienen el potencial de modular los cambios a largo plazo asociados

al fenotipo adictivo a nivel del circuito de la recompensa (Walker & Nestler, 2018).

2.2.2 Circuito de la recompensa

El sistema de la recompensa integra a regiones del sistema nervioso central que
obedecen a estimulos especificos y naturales. La activacion de estas regiones regula los
neurotransmisores que permiten al individuo desarrollar conductas aprendidas que
responden a acciones placenteras o de rechazo. El NAc, el hipocampo, la mPFC, la
amigdala y el VTA, son los nucleos o dreas cerebrales més importantes de este circuito
(Forbes & Dahl, 2012). Estas regiones son principalmente las que integran las vias de
neurotransmision dopaminérgica y han sido implicadas tanto en el dolor crénico como
en el procesamiento emocional. En particular, las sustancias adictivas pueden alterar la
plasticidad sinaptica en diversas regiones del circuito que incluyen al mPFC, el NAc y

el VTA (Kai et al., 2018; Ulloque & Ulloque, 1999).
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Figura 1 El circuito de la recompensa. El sistema de recompensa del cerebro integra a las estructuras
que incluyen el AVT, cuerpo estriado ventral (NAc), el cuerpo estriado dorsal (el niicleo caudado y
putamen), sustancia nigra (la pars compacta y pars reticulata), la PFC, cértex cingulado anterior, cértex
insular, hipocampo, hipotidlamo (particularmente, el nicleo orexinérgico en el hipotdlamo lateral),
tdlamo, nidcleo subtaldmico, amigdala, que en su conjunto se encargan de reforzar las experiencias y
estimulos externos placenteros. La respuesta subsecuente a estos estimulos se asocia al reclutamiento de
regiones accesorias que se vinculan a la memoria y en la toma de decisiones complejas, muchas de ellas

implicadas en el desarrollo de trastornos de sustancias de abuso (Forbes & Dahl, 2012).

La comprension general del circuito de recompensa subyacente a la adiccion se
integra inicialmente en el VTA, una region cerebral heterogénea compuesta en gran
parte por neuronas dopaminérgicas (DA) (60-65%) y acido y-amino butirico (GABA;
~ 30-35%), con una proporcion menor de Neuronas glutamatérgicas (2-3%)(Nair-
Roberts et al., 2008). La mayoria de los estudios se han centrado en las neuronas VTA
DA, ya que se sabe que la estimulacion de estas neuronas y la liberacién de DA en los
sitios de proyeccion, sobre todo a nivel del NAc, promueven la busqueda de la
recompensa (Cooper, Robison, & Mazei-Robison, 2017). El sistema de dopamina se
comprende de neuronas dopaminérgicas en VTA que se proyectan hacia el NAc y
neuronas en la sustancia nigra (SN), las cuales se asocian a la formacion de hébitos,

acciones motivantes y reforzamiento del aprendizaje (Nora D. Volkow, Wise, & Baler,
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2017; Yager, Garcia, Wunsch, & Ferguson, 2015). La informacién sobre las
propiedades sensoriales de los alimentos que impulsan la ingesta motivada se transmite
desde las cortezas prefrontal y orbitofrontal a través del NAc al drea hipotaldmica
lateral (LHA) y VTA, regiones criticas en el sistema de dopamina mesolimbico
(Rinaman, 2010; Zeltser, 2018). De manera importante, la actividad de las neuronas
DA en el VTA se relaciona con la activacion subsecuente a nivel del NAc, en donde la
DA puede ejercer sus efectos a través de la activacion de los receptores dopaminérgicos
ubicados en neuronas espinosas medias (MSN) del NAc. Las MSN son neuronas de
proyeccion GABAérgicas y consisten en su mayoria por 2 clases separadas, definidas
por su expresion de receptores, neuronas de DA tipo D1 o D2 (Gerfen & Surmeier,

2011).

Ademads de la heterogeneidad celular (células D1 y D2), también existe una
heterogeneidad regional, con distintos comportamientos asociados a farmacos y
diferencias de plasticidad observadas entre el nucleo de NAc y las subregiones de la
region Shell (Saddoris, Sugam, Cacciapaglia, & Carelli, 2013). Por ejemplo, las MSN
del NAc parecen ser criticos para asignar un valor motivacional a estimulos discretos
asociados con la recompensa o aversion, y particularmente actualizar estos valores a
medida que cambian las circunstancias, mientras que aquellos en el NAc-Shell
conducen las respuestas a la exposicion repetida a experiencias gratificantes, como la
administracion crénica de droga (Cooper et al., 2017; Meredith, Baldo, Andrezjewski,
& Kelley, 2008). Cada vez mds evidencia ha demostrado que los mecanismos
neurobioldgicos identificados en la busqueda de drogas y en la busqueda de alimentos
se relacionan en parte con neuroadaptaciones en el sistema de dopamina (DA) (Nora

D. Volkow et al., 2017), lo cual abordaremos a continuacion.

Selectivamente, el cuerpo estriado dorsal (DS) y el NAc quiza sean los centros
de control de excelencia en la motivacion para la busqueda de las recompensas. Por
ejemplo, el DS juega un papel importante en los comportamientos de toma de
decisiones, particularmente en acciones dirigidas a objetivos y seleccién de acciones
basadas en el valor de recompensa esperado. Por su parte, el NAc participa en el

aprendizaje motivacional para adquirir la recompensa. El NAc estd dividido en dos
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subregiones neuroanatomicas y funcionalmente distintas llamadas NAc Shell y NAc
Core (Gangarossa et al., 2013; Gutiérrez-Martos et al., 2018; Smith, Rigney, &
Delgado, 2016). E1 NAc y el VTA son componentes centrales del circuito subyacente
recompensa y memoria de recompensa. Como se menciond anteriormente, la actividad
de las neuronas dopaminérgicas en el VTA parece estar vinculada a la prediccién de la
recompensa. La NAc estd involucrado en el aprendizaje asociado con el refuerzo y la
modulacion de las respuestas motoras a los estimulos que satisfacen las necesidades
homeostaticas internas. El NAc Shell parece ser particularmente importante para las
acciones iniciales de la droga dentro del circuito de recompensa, las recompensas
adictivas parecen tener un mayor efecto sobre la liberacién de dopamina en la region
Shell que la region Core, que se encarga del procesamiento cognitivo de la funcién
motora relacionada con la recompensa y el refuerzo, y la regulacion del suefio de onda

lenta. (Hyman, Malenka, Nestler, Sydor, & Brown, 2009)

2.2.3 Adiccion a la comida

Se estima que la prevalencia general de adiccion a la comida en la poblacion
adulta estd entre el 5.4 y el 25.7% (Canadd y EE. UU, respectivamente), y en una
muestra canadiense se observé que ocurria en el 6,7% de las mujeres y el 3% de los
hombres en la poblacion general (Pedram et al., 2013). En las mujeres, la adiccion a la
comida parece ser mds prevalente entre los 45 - 61 afios y es mds comun en las mujeres
entre los 45 - 49 afos con un IMC> 35. Esto puede estar asociado con cambios
perimenopdusicos en las hormonas sexuales femeninas, que se ha demostrado que
alteran la ingesta de alimentos, aunque se requieren investigaciones adicionales que
confirmen esta propuesta. Se estima que aproximadamente el 15-25% de los pacientes
obesos cumplen con los criterios para la adiccién a la comida. Sin embargo, cabe
seflalar que ambos estudios carecen de un nimero suficiente de casos, por lo que la
poblacién representativa del fenotipo adictivo en el humano estd subestimado

(Gearhardt et al., 2012; Leigh & Morris, 2018).
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Etiquetar un alimento o nutriente como "adictivo" implica que contiene
moléculas y/o posee una propiedad inherente con la capacidad de hacer que los
individuos susceptibles sean adictos a ella, como es el caso de las sustancias quimicas
de abuso. Ciertos alimentos tienen propiedades gratificantes y reforzantes; por ejemplo,
las combinaciones de alto contenido de azucar y grasa son gratificantes para los
roedores y los humanos por igual (Hebebranda et al., 2014). Desde una perspectiva
evolutiva, estas propiedades gratificantes aumentan la motivacién para buscar y
obtener un suministro de energia adecuado y nutricionalmente diverso. En este
contexto, nuestro entorno obesogénico moderno, que se caracteriza por la
disponibilidad de alimentos altamente apetecibles y energéticamente ricos, presentan
propiedades gratificantes que pueden desintegrar los mecanismos homeostaticos del
control de energia a nivel de los nticleos del hipotdlamo y del circuito de la recompensa,
y conducir a la ingesta descontrolada de alimento caldrico y al aumento de peso.
Algunos autores han propuesto que el reciente aumento en la prevalencia de la obesidad
refleja la aparicion de la "adiccion a la comida" en un porcentaje significativo de la

poblacién (Hebebranda et al., 2014).

2.3 Dietas Caldricas y activacion de sistema inmune

Una de las caracteristicas de la obesidad por consumo cronico de alimentos
hipercaldricos es la presencia de metaflamacion, una inflamacion sistémica y estéril
atipica. Este estado inflamatorio implica la participacién de los sistemas inmunitarios
innatos y adaptativos, lo que resulta en la produccién de citocinas, quimiocinas y
lipidos inflamatorios. La metaflamacion se ha detectado en una variedad de tejidos
diferentes, incluidas diferentes dreas del cerebro. Estd bien establecido que una dieta
alta en grasa induce rdpidamente una inflamacién hipotaldmica, con un aumento
asociado en la expresion de genes inflamatorios y la gliosis. Curiosamente, la
inflamacion hipotaldmica temprana puede observarse semanas antes de la expansion e

inflamacion del tejido adiposo, lo que sugiere que la sefalizacién inflamatoria
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hipotaldmica contribuye a la génesis del fenotipo obeso, y no es simplemente una

consecuencia de la inflamacién periférica (Macedo, Souza, Glezer, & Gaspar, 2019).

Comprender como esta dieta desencadena la inflamacion e identificar por qué
las células inmunitarias innatas en el hipotdlamo responden de manera diferente es

esencial para combatir la obesidad.

2.4 Obesidad e Inflamacion

Se sabe que la ingesta de comida hipercaldrica y un estado positivo de energia,
como la obesidad, inducen un estado de inflamacién crénica de bajo grado a través de
una mayor secrecion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1f, en parte
promovido por la infiltracién de los macréfagos en el tejido adiposo. La obesidad, al
igual que otras enfermedades crénicas, posee multiples origenes con gran variedad de
comorbilidades. Evidencia reciente muestra que la obesidad comparte caracteristicas
con otras patologias como la inflamacion crénica de bajo grado que acentia la
enfermedad y se asocia con multiples complicaciones (Izaola, de Luis, Sajoux,
Domingo, & Vidal, 2015). La neuroinflamacién estd relacionada independientemente
con la alteraciéon cognitiva.(Bilbo & Tsang, 2010; McNaull, Todd, McGuinness, &
Passmore, 2010). La inflamaciéon ha surgido como un factor importante en los
trastornos del comportamiento. Los pacientes que presentan trastornos del
comportamiento muestran niveles plasmaticos elevados de citocinas como TNF-a, IL-
6 e IL-1PB, asi como un aumento de la expresiéon de marcadores inflamatorios en las
células sanguineas(Mechawar & Savitz, 2016) El aumento del consumo de dieta alta
en grasas se relaciona con el comportamiento depresivo y los trastornos emocionales
en ratones (Arcego et al., 2018; H. Wang, Zhou, Liu, Wang, & Shang, 2017) y la
neuroinflamacién podria ser un modulador importante de estas alteraciones de
comportamiento. El dcido palmitico abolié la migracién y la actividad fagocitica de la
microglia en respuesta al interferén-y, afectando asi la respuesta protectora de estas
células después de un ataque inflamatorio in vitro (Yanguas-Casas et al., 2018). El

andlisis post mortem del tejido cerebral de pacientes con TDM indicé un aumento del

26



6,5% en 4cido palmitico y una disminucién del 6,2% en el dcido oleico en la amigdala,
en comparacion con los controles(Hamazaki et al., 2015), lo que sugiere que los niveles
alterados de los dcidos grasos pueden estar implicados en la disfuncién cerebral. Sin
embargo, atn existe la falta de evidencia cientifica que vincule a la inflamacién
periférica en la obesidad con la modulacién de la funcién cognitiva y la relacionada

con la susceptibilidad a la adiccion (Bilbo & Tsang, 2010).

2.4.1 Papel de la inflamacion en el desarrollo de adiccion

A la fecha, el vinculo entre inflamacién y adiccién no ha sido completamente
definido, sin embargo, muchas investigaciones han identificado el papel del NFkB en
la neurotoxicidad e inflamacién inducida por abuso de sustancias, en especial del
alcohol. El aumento de los 4cidos grasos saturados, observado en los modelos de
obesidad y alto consumo de grasa, tiene un potencial proinflamatorio intrinseco que
afecta las funciones celulares importantes. Los acidos grasos pueden activar la
sefnalizacion del receptor 4 tipo a Toll (TLR4) en los adipocitos y macréfagos e inducir
la sefializacién inflamatoria (H. Shi et al., 2006), ademads que influyen directamente en
la inflamacién inducida por el alcohol, la neurotoxicidad y algunos efectos
conductuales (Alfonso-Loeches, Pascual-Lucas, Blanco, Sanchez-Vera, & Guerri,
2010; Nennig & Schank, 2017; Pascual, Balifio, Alfonso-Loeches, Aragén, & Guerri,
2011; Wu et al., 2012). Los TLR son una familia de receptores transmembrana tipo I
que reconocen una variedad de patrones moleculares asociados a peligros microbianos
(DAMP) y patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) y orquestan una
respuesta de sefializacion intracelular, desempefiando un papel importante en los
trastornos infecciosos e inflamatorios. Entre al menos 13 miembros de los TLR
descritos en mamiferos, TLR2 y TLLR4 se caracterizan mejor por su participacion en la
respuesta inmune(Fessler, Rudel, & Brown, 2009) El TLR4 desempefia un papel critico
en el sistema inmunitario innato al activar las vias de sefializacion proinflamatoria
dependientes de MyD88 e independientes de MyD88, asi como la respuesta
NFkB(Melo, Santos, & Ferreira, 2019) La activacion de TLR4 regula la produccion de
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citocinas y mediadores proinflamatorios, respuesta neuroinmune, en gran parte debido
a su intimo inductor de la activacion de NFkB inducida por etanol (Nennig & Schank,
2017). Si bien se ha reconocido que la exposicién crénica a drogas de abuso activa
NFkB, la evidencia méas reciente muestra que NFkB se implica en las propiedades
gratificantes de las drogas de abuso. Por ejemplo, la inhibicién de NFkB en el NAc
atenta el desarrollo de la preferencia de lugar condicionada por morfina en ratas
(Nennig & Schank, 2017; X. Zhang et al., 2011). Por su parte no existen datos del papel

de la inflamacién y sus efectores en la regulacion de la adiccidn a la comida.

2.4.2 La microglia regula el perfil inflamatorio cerebral

De manera general, a nivel cerebral la microglia representa a células inmunes
residentes, que simulan a los macréfagos del sistema periférico, que modulan el nivel
de inflamacion central. Estadisticamente, la microglia incluye aproximadamente del 5
- 12% del total de células del SNC en el cerebro sano y la médula espinal. La microglia
se deriva de las células precursoras mieloides que provienen del saco vitelino
embrionario y que viajan al drea del SNC en desarrollo durante la embriogénesis
temprana. Los progenitores microgliales se encuentran presentes alrededor del tubo
neural en el dia 9 embrionario en ratones, y desde la quinta semana de gestacion en
humanos. Después de la entrada neural, los progenitores de la microglia migran a través
del tejido nervioso en desarrollo y experimentan una proliferaciéon masiva antes de
alcanzar su densidad final. La microglia embrionaria se convierte en microglia madura
altamente ramificada a través de factores reguladores como Pu.l (factor de
transcripcion para células mieloides), IL-34 y CSF-1 (factor estimulante de colonias de
macréfagos). La microglia se distribuye ampliamente en todo el SNC, aunque la
cantidad y la ubicacion entre las especies varian. A pesar de su amplia distribucion, las
microglia representan una comunidad bastante heterogénea con diferentes
subpoblaciones basadas en regiones especificas del cerebro. Cada subpoblaciéon de
microglia desarrolla caracteristicas dnicas con capacidades y funciones especificas
(Ginhoux, Lim, Hoeffel, Low, & Huber, 2013; Hoeffel & Ginhoux, 2018; Szepesi,
Manouchehrian, Bachiller, & Deierborg, 2018)

28



Fenotipicamente, la microglia ramificada se ha descrito como "inactiva" o
permanece en un estado "de reposo”. Sin embargo, estos puntos de vista cambiaron
radicalmente después de que los estudios de imdgenes in vivo revelaron la
extraordinaria naturaleza activa de los procesos de microglia en el cerebro sano. Los
procesos de la microglia estdn constantemente inquietos y se someten a ciclos
continuos de extension y retiro y de formacion de novo para escanear su entorno en
busca de alteraciones en la homeostasis cerebral, por lo que la microglia "en reposo"

puede adquirir numerosos fenotipos (Szepesi et al., 2018).

Microglia totaimente
activada

“Perturbacion ,

_ Inflamacion: *
Microglia en reposo alternativamente J
activada TNFaIL-1b.IL-1a,IL6
Inflamacion
Fagocitosis Permeabilidad
Vascular

Figura 2 Activacién de la Microglia. Durante las enfermedades neurodegenerativas agudas y crénicas,
se promueve la activacién de la microglia. Durante el proceso de activacién se promueven cambios en
el fenotipo morfolégico, que incluyen aumento de la fagocitosis, expresion de marcadores de superficie
y cambios en la expresiéon génica. La microglia completamente activada produce moléculas
inflamatorias y téxicas que contribuyen positivamente a la inflamacién neuronal, la toxicidad neuronal
y la disfuncién vascular. Sin embargo, se sabe que, durante algunas enfermedades neurodegenerativas,
la microglia asume un fenotipo de activacién alternativo que coincide con la expresion de proteinas
antiinflamatorias. Esta microglia puede desempefiar un papel adaptativo benéfico que minimiza la

respuesta inflamatoria al dafio neuronal (Abcouwer SF ,2018).

Cuando la microglia detecta sefiales de "peligro" que comprometen la
homeostasis del SNC, por ejemplo, a través de receptores de reconocimiento de
patégenos, la microglia cambia rdpidamente su apariencia acortando los procesos
celulares, agrandando su soma y transformandose en un fenotipo reactivo. En respuesta
a estas sefiales, la microglia influye en las conexiones neuronales, modula las funciones

de otras glias y media las respuestas inflamatorias a la enfermedad o lesion. En este
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contexto, las células microgliales se activan rdpidamente promoviendo la secrecion de
especies de oxigeno reactivo (ROS), 6xido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2) y
una variedad de citocinas proinflamatorias, que incluyen interleucina Il- 1, 11-6 y factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Jung et al., 2015; Merson, Binder, & Kilpatrick,
2010). Aunque la activacién microglial se considera un mecanismo de proteccion
implicado en la eliminacién de infeccién patégena y en la regulacion de la reparacion
y recuperacion tisular, la activacion excesiva o persistente como respuesta inmune
descontrolada estimula y aumenta la produccién de mediadores proinflamatorios

neurotxicos y causa neuroinflamacion y lesién neuronal (Jung et al., 2015).

Uno de los interrogantes mas importantes en el tema de inflamacion cerebral se
relaciona a identificar si la activacion de la microglia es causa de la generacion de dafio
o neurodegeneracion, y como ésta se modula por factores externos. Existe evidencia
proponiendo que factores o estimulos externos pueden activar sistemas de modulacién
epigenética e inducir la activacion de la microglia y sensibilizar al cerebro a la aparicion

de respuesta a una lesion crénica, infeccion o inflamacién en el SNC.

2.5. Epigenética

La epigenética se refiere a estados somdticamente hereditarios de expresion
génica resultante de cambios en la estructura de la cromatina sin alteraciones en la
secuencia de ADN (Lecoutre et al., 2017). Se sabe que el ADN mantiene la estabilidad
durante todo el ciclo de vida (excepto las mutaciones que ocurren al azar), mientras
que las marcas epigenéticas cambian dristicamente a lo largo de las primeras etapas de
desarrollo para iniciar patrones de expresion tejido especifico. Los principales
mecanismos de regulacion epigenética en mamiferos son la modificacion covalente del
ADN por metilacién, modificaciones postraduccionales (que incluyen la acetilacion,
fosforilacion, metilaciéon y ubiquitinacién) de las histonas, asi como la regulacion

mediante ARN no codificantes (ARNc) (Vaiserman & Koliada, 2017).
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mecanismos epigenéticos implicados en la modificacion de la estructura de la cromatina. La metilacion
del ADN induce la modificacién covalente de los residuos de citosina en dinucleétidos CpG dentro de
las secuencias de genes, y en la mayoria de los casos, conduce al silenciamiento de la transcripcion. A
diferencia de la metilaciéon del ADN, las modificaciones de las histonas pueden llevar a la activacién o
la represion de la transcripcion del gen, dependiendo de qué tipo de residuos se modifican y qué tipo de
modificaciones se estdn llevando a cabo. Las colas N-terminales de las histonas pueden sufrir una
variedad de modificaciones covalentes postraduccionales, incluidas la metilacién y la acetilacion. La
regulacion por los ARN no codificantes incluye a microARN (miARN) pequefios, de aproximadamente
22 nucleétidos, que regulan la expresién génica a través del silenciamiento postranscripcional de los
genes diana. El emparejamiento de bases especifico de la secuencia de miRNAs con 3 'UTRs de RNA
mensajeros da como resultado la degradacién de la diana o la inhibicién de la traduccién (D’Addario,

Di Francesco, Pucci, Finazzi Agro, & MacCarrone, 2013).
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2.5.1 Epigenética y adiccion

La contribucién de la epigenética en el desarrollo de adiccién es un drea de
reciente y activa investigacion. En principio, se ha identificado que cambios en las
histonas y la cromatina estdn presentes durante la ingesta de drogas y/o sustancias
adictivas (Bilinski et al., 2012). Sin embargo, los mecanismos epigenéticos implicados

en el desarrollo de adiccion a la comida parecen estar no completamente elucidados.

Se conoce que la adiccion muestra una predisposicion genética hereditaria que
representa el 50% de susceptibilidad, sin embargo, la influencia de factores
epigenéticos potenciales, como el ambiente, los hébitos, culturales y sociales,
representan un gran nimero de este porcentaje (Bilinski et al., 2012; Samochowiec,
Mordasewicz, Arentowicz, & Samochowiec, 2005). Por ejemplo, los estudios de
Kumar et al. 2005, demostraron que la manipulacion farmacolégica y genética de la
Histona desacetilasa (HDAC) en el NAc, altera los niveles de acetilaciéon de histonas
in vivo, y la sensibilidad conductual a la cocaina (A. Kumar et al., 2005). Por su parte,
las drogas pueden inducir alteraciones epigenéticas en genes selectivos. Por ejemplo,
la metanfetamina conduce a la disminucion en la acetilacion total de lisina 18 y 9 en la
histona H3 (H3K18ac y H3K9ac), mientras que induce el aumento en la acetilacion de
la lisina 5 y 8 en la histona H4 (H4K5ac y H4K8ac) en el NAc de rata (Martin et al.,
2012). Sin embargo, la administracion cronica de metanfetamina parece incrementar la
acetilacion de la histona H3 y disminuye la tri-metilacion en la lisina 27 y 4 en la
histona H3 (H3K27me3 y H3K4me3) en el NAc de ratones (Martin et al., 2012).
Ademds, la exposicion cronica de anfetamina aumenta significativamente la metilacion
global del ADN en el NAc de ratas Sprague-Dawley, que correlaciona con la regulacién
a la baja de genes como Nefm, Nefl, Htr2a, Gabrg2 y Hsdl1lbl (Mychasiuk,
Muhammad, Ilnytskyy, & Kolb, 2013). Por su parte, el éxtasis o MDMA aumenta la
tri-metilacion de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4me3) en los promotores de
pronociceptina, prodinorfina y neuropsina en el NAc de la rata, mientras que disminuye
la acetilacion de la lisina 9 en la histona H3 (H3K9ac) en el promotor pN / OFQ
(Caputi, Palmisano, Carboni, Candeletti, & Romualdi, 2016). Finalmente, la MDMA

aguda causa aumento en H3K9ac y disminucién concomitante en la dimetilacién de la
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lisina 9 en la histona H3 (H3K9me2) en el promotor de la prodinorfina(Caputi et al.,
2016). Estas evidencias proponen que las drogas modulan negativa o positivamente la
activaciéon de genes selectivos implicados en la adiccion a través de cambios en la

metilacién y/o acetilacién de histonas y/o DNA.

2.6. Mecanismos epigenéticos y su importancia en la trasmision del fenotipo
adictivo

Las caracteristicas fenotipicas de un individuo se heredan por la transferencia
de modificaciones en la secuencia de DNA a través de la linea germinal. Sin embargo,
investigaciones recientes han evidenciado que los rasgos pueden ser trasmitidos a la
descendencia a través de un mecanismo epigenético(Anway, Cupp, Uzumcu, &
Skinner, 2005; Skinner, Manikkam, & Guerrero-Bosagna, 2011) (Bale et al., 2010;
Conradt et al., 2018).

En este sentido, cambios ambientales que perturban la homeostasis de un
individuo -incluyendo el estrés, los retos nutricionales, las infecciones, aspectos
conductuales, hormonales, etc.- pueden tener efectos epigenéticos sobre el DNA del
sujeto e influir en la expresion selectiva de genes que coordinan las funciones
fisiol6gicas del mismo, un fendmeno fisiolégico conocido como programacion fetal.
Este tipo de programacion, puede tener consecuencias en la descendencia durante el
desarrollo y perdurar en la edad adulta, provocando manifestaciones conductuales
especificas, y que pueden transmitirse inclusive a generaciones posteriores sin el
desencadenante causal inicial, a lo que se le conoce como Herencia epigenética
transgeneracional (Bohacek & Mansuy, 2015; Skinner et al., 2011). Para el caso de su
efecto a nivel del sistema nervioso, la programacion fetal puede modular el desarrollo
y maduracién del cerebro y, por lo tanto, alterar su estructura original y establecer un
nuevo proceso conocido como programacion del fenotipo patolégico (Bale, et al.,

2010).
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En este contexto, los hallazgos clinicos de la década de 1980 evidenciaron un
mayor riesgo a presentar afecciones cronicas, como diabetes, enfermedad
cardiovascular, dislipidemia e inclusive esquizofrenia, en individuos con bajo peso al
nacer, lo que indica que el ambiente intrauterino puede correlacionarse con los
resultados de salud a largo plazo. Este fendmeno puede atribuirse en parte a los
"origenes evolutivos de la enfermedad adulta", conocida como la hipétesis de Barker,
en la que un individuo estd programado para el ahorro nutricional durante la gestacion
y la vida posnatal temprana para sobrevivir a los insultos ambientales causados por una
nutricion deficiente y recursos limitados (Block & El-Osta, 2017). Con ello, durante la
programacion fetal se inducen mecanismos epigenéticos que regulan la expresion
génica y que pueden persistir durante un largo periodo de tiempo en la descendencia,
induciendo fenotipos aberrantes o positivos en la salud (Kereliuk, Brawerman, &

Dolinsky, 2017).

La programacion metabdlica del desarrollo no se restringe a la desnutricion, ya
que estudios recientes también han implicado a la dieta baja en proteinas y alta en
grasas de la madre como puntos clave de la salud futura de la descendencia (Vanhees,
Vonhogen, Van Schooten, & Godschalk, 2014). Los resultados negativos de la
exposicion de la dieta alta en grasa materna en roedores experimentales y modelos de
primates no humanos se relacionan con crecimiento fetal deficiente y eventos
metabodlicos adversos con predisposicion a enfermedad metabdlica, incluyendo
disfuncién hepética, desregulacion tiroidea, resistencia a la insulina, presion arterial
alta y aumento de la adiposidad (Lecoutre et al., 2017; L. Williams, Seki, Vuguin, &
Charron, 2014).

A nivel molecular, la dieta alta en grasa materna murina causa una expresion
disminuida de genes de adipocitoquinas mediada por la hipermetilacion de ADN que
conduce a hipertension, resistencia a la insulina e hiperlipidemia en la descendencia
(Masuyama & Hiramatsu, 2012; Masuyama, Mitsui, Eguchi, Tamada, & Hiramatsu,
2016). La alteraciéon metabdlica en este contexto se relaciona con la generacién de
sindrome metabdlico y que incluye modificaciones epigenéticas en la expresion del

gen de la adiponectina y la leptina, induciendo un fenotipo alterado transgeneracional
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que se preserva durante tres generaciones a pesar de la posterior dieta materna normal
en el dtero(Masuyama, Mitsui, Nobumoto, & Hiramatsu, 2015). De interés, con
respecto a la alteracion metabdlica se ha observado que a corto plazo una dieta con
niveles de grasas normales antes del embarazo en ratones hembra pero sin pérdida de
peso, no es util y solo exacerba la obesidad de las crias posiblemente a través de la

expresion alterada de genes metabdlicos (Fu et al., 2016)

Proponemos que la programacién fetal por nutrientes puede inducir cambios
epigenéticos y modular en desarrollo de adiccion en la descendencia. A continuacion,
se describirdn estrategias farmacoldgicas de regulacion epigenética durante la

activacion de la microglia y su efecto en el desarrollo de adiccion.

Hiperglicemia Desnutricion

Ambiente In Utero

Dieta alta en
Grasa IVF

\

Ambiente Extra Uterino

Resistencia a la
Insulina

Figura 4. Modulacién de la programacién fetal por factores in y extra-ttero. La vida intrauterina
representa un periodo de tiempo particularmente sensible cuando los efectos de los estados y condiciones
maternos alrededor de la concepcién y durante el embarazo pueden transmitirse al embrion/feto en
desarrollo. En la imagen se hacen mencién de factores como dieta alta en grasa, hiperglicemia,
desnutricién y fertilizacién In Vitro (IVF) como factores de programacion fetal in Utero que resultan en

obesidad, resistencia a la insulina e hipertension
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2.7 Modulacién farmacologica de la epigenética en la activacion de la microglia

La metilacién del ADN es la transferencia covalente de un grupo metilo de S-
adenosil-L-metionina a citosinas en dinucle6tidos CpG. Los genomas de mamiferos
estdn marcados por secuencias de ADN que contienen un gran nimero de sitios CpG
denominados islas CpG en los promotores génicos (Illingworth & Bird, 2009). Los
cambios en la metilacién del ADN, como la hipometilacién, a menudo estan asociados
con la inestabilidad cromosémica y la activacién de elementos transponibles en

canceres humanos.(Jones & Liang, 2009).

DMNT

%>

CpG Metilada Represion

Figura 5 La metilacién del ADN es catalizada por una familia de metiltransferasas, E1 ADN metilado
puede reclutar las proteinas del dominio de unién a metil-CpG Kaiso, MeCP2 y miembros de la familia
MBD, que reconocen 5-metilcitosinas en islas CpG y participan en el silenciamiento de la cromatina

(Bayarsaihan, 2011).

La metilacién del ADN es catalizada por una familia de metiltransferasas de ADN
estrechamente relacionadas (DNMT1, DNMT3a y DNMT3b). DNMTI es una
metiltransferasa de mantenimiento y es la ADN metiltransferasa mas abundante en
mamiferos. Sobre todo, agrega metilacion al ADN cuando una cadena ya estd metilada
(hemi-metilada). (Hermann, Gowher, & Jeltsch, 2004). E1 ADN metilado puede
reclutar las proteinas del dominio de unién a metil-CpG Kaiso, MeCP2 y miembros de

la familia MBD (Fig. 3), que reconocen 5-metilcitosinas en islas CpG y participan en
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el silenciamiento de la cromatina (McCabe, Brandes, & Vertino, 2009). Para la
metilacion del ADN se requiere la cola N-terminal de la histona H3 con una lisina 4 no
metilada (H3K4). La proteina NP95, que contiene los dominios SET, Ring y Tudor, es
responsable de unir DNMT1 con ADN e histona H3 metilacion (H3K9me3). Por lo
tanto, NP95 coordina dos principales vias de silenciamiento epigenético, la metilacion
del ADN vy la metilacién de histonas (X. Cheng & Blumenthal, 2010; J.-L. Hu et al.,
2009; Rottach et al., 2009). A continuacién, describiremos estrategias farmacolédgicas

de modulacién del metiloma y su efecto en la activacion de la microglia.
e Metionina

La metilacion del ADN es uno de los principales fendmenos epigenéticos que
afectan la expresion génica. La metionina es un precursor de la S-adenosilmetionina
(SAM) en el metabolismo hepatico del carbono (N. Zhang, 2018). Niveles altos de
metionina en la dieta (1.5%) en ratas destetadas durante 2 semanas genera acumulacién
de 4 - 30 veces de metionina en el intestino, higado, musculo esquelético, rifién y
plasma, en comparacion con una dieta que contiene metionina al 0.61% (Regina,
Korhonen, Smith, Alakuijala, & Eloranta, 1993). Ademads, inyeccién de metionina (100
mg/kg) en ratas aumenta 7 veces sus niveles en el hipocampo respecto al control
(Regina et al., 1993; N. Zhang, 2018). De interés, la suplementacion de metionina a
ratones, induce la hipermetilacion del promotor de la relina y decrece su expresion en
la corteza cerebral (Tremolizzo et al., 2002; Waterland, 2006; N. Zhang, 2018).
Generalmente, los patrones de metilacién del ADN son especificos del tejido y, por lo
tanto, no siempre se correlacionan negativamente con la expresion génica, lo que
desafia la opinién tradicional de que la metilacion del ADN reprime la expresion

génica.

Son pocos los estudios que demuestran contundentemente el efecto de la
metilacion sobre la activacion del perfil inflamatorio y expresion de citocinas. Se ha
demostrado que la expresion del gen IL1p estd regulada por la metilacion del ADN en
el envejecimiento de la microglia. De hecho, la hipometilacion del gen IL1p se asocia
con la regulacién positiva de la produccién de citocinas en dos modelos diferentes de

envejecimiento (Cho et al., 2015) (Matt et al. en 2016). Ademas, se ha identificado que
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en el tratamiento con LPS o mediante la estimulacién de la microglia con los ligandos
TLR3 y TLR4, se estimula la DNMT3L que correlaciona con la activacion de la
microglia (Das et al., 2015).

La microglia se puede comparar con las células madre en su capacidad para
adaptarse al microambiente y para diferenciarse en un fenotipo celular especifico en
respuesta a la activacién de la sefial. Hasta ahora, los mecanismos que llevan a su
activacion hacia un fenotipo especifico ain no estin completamente establecidos, pero
los cambios epigenéticos deberian contribuir a la plasticidad de la microglia, incluidas
las modificaciones de histonas, la metilacion del ADN o la expresion de microARN,
asf como los sistemas enziméticos que regulan esas modificaciones, pueden tener en la
regulacién de la plasticidad de la microglia y la polarizacién hacia fenotipos tnicos
ademds de la activacion hacia un perfil promotor de la inflamacion.(Cheray & Joseph,

2018)

2.7.1 S-Adenosilmetionina

La S-Adenosilmetionina o0 SAM, es un donador de radicales metilos
fisiol6gicos que participa en las reacciones de transmetilacion enzimadtica y esta
presente en todos los organismos vivos. La S-adenosilmetionina, formada por la
reaccion de la L-metionina y el trifosfato de adenosina catalizada por la enzima S-
adenosilmetionina sintetasa, es el donante del grupo metilo en la biosintesis de los
acidos nucleicos del ADN y del ARN, fosfolipidos, proteinas, epinefrina, melatonina
y creatina, entre otras (Wishart et al., 2018). De manera general, SAM sirve como
donante de un grupo metilo en muchas reacciones de metiltransferasa, incluida la
metilacion del ADN, y se convierte en S-adenosil-L-homocisteina (SAH). La SAH es

un potente inhibidor de las DNMT, especialmente de la DNMT].
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Figura 6 Metabolismo de la metionina. La homocisteina se convierte en metionina a través de la
metionina sintasa o la betaina homocisteina metiltransferasa. La metionina sintasa requiere vitamina B12
como un cofactor para transferir un grupo metilo de metiltetrahidrofolato a homocisteina para formar S-
metionina. Betaina homocisteina metiltransferasa transfiere un grupo metilo de la betaina para formar
S-metionina. La interconversion de homocisteina y cisteina, a través de la cistationina intermedia, se
denomina via de transulfuracion. La cistationina B-sintasa cataliza la conversion de homocisteina en
cistationina y agua. La cistationina se convierte luego en cisteina por la actividad enzimdtica de la
cistationina y-liasa. La vitamina B6 es requerida como co-enzima tanto por la cistationina 3-sintasa como

por la cistationina y-liasa.(Soda, 2018; B. Zhang et al., 2015).

Los niveles altos de SAM, por un lado, desregulan la metilacién celular y
alteran las concentraciones de neurotransmisores en el cerebro (Seminotti et al., 2018).
Por el otro, el agotamiento de SAM puede reducir las concentraciones de glutation
(GSH) debido a la conversion alterada de metionina en cisteina, lo que altera el estado
redox de las células. En este contexto, el decremento de GSH se asocia a alta
produccién de ROS y dafio cerebral (Seminotti et al., 2018). Ademas, se ha establecido
que la S-adenosil-L-metionina es el principal donante de metilo en las reacciones de

metiltransferasa y que la suplementacion con SAM restaura los GSH y atentia la lesion
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hepdtica asociado a la enfermedad hepética crénica (Guo, Chang, Xiao, & Liu, 2015).
SAM también se ha utilizado clinicamente para el tratamiento de la enfermedad
hepitica, la artritis y la depresion. Por ejemplo, la administracién de SAM produjo una
mejoria cognitiva en pacientes con Enfermedad de Alzheimer (Matt, Lawson, &
Johnson, 2016). Se ha confirmado que el tratamiento con SAM es tan eficaz como los
antidepresivos triciclicos recetados y los antiinflamatorios no esteroideos (AINE), con
eficacia para el tratamiento de algunas afecciones hepdticas, como colestasis en el
embarazo y colestasis intrahepdtica asociado con enfermedades del higado. Mds
significativamente, la SAM es bien tolerada y no se han observado efectos secundarios

graves (Hao et al., 2016).

2.7.2 5-Azacitidina

La azacitidina es un andlogo del nucledsido pirimidina de la citidina con actividad
antineoplésica. La azacitidina se incorpora al ADN, donde inhibe de forma reversible
la ADN metiltransferasa, bloqueando asi la metilacion del ADN.(Patel et al., 2017;
Samanta, Rajasingh, Cao, Dawn, & Rajasingh, 2017). En este sentido, la induccion de
la hipometilacién del ADN mediante la inhibiciéon de DNMT]1 reduce el fenotipo
inflamatorio asociado a la regulacién a la baja de la activacion de la via de Janus kinase
(JAK) -2/ STATS3, posterior a la estimulacion con LPS (C. Cheng et al., 2014). En este
sentido, la inhibicion de DNMT3b induce un cambio de polaridad de fenotipo anti

inflamatorio M2 en macréfagos de ratones obesos (Yang et al., 2014).
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Figura 7 Mecanismo de accién de la 5-Aza. La 5-azacitidina es un andlogo de la citosina que puede
incorporarse al ADN durante la replicacion, lo que provoca un efecto acumulativo en los niveles de
metilacion del ADN en sitios CpG especificos (Modificada de Shyamala C. Navada, Juliane Steinmann,

Michael Liibbert, Lewis R. Silverman,2014)

La unidad bésica de la cromatina, el nucleosoma, consiste en un segmento corto
de ADN envuelto alrededor de las histonas centrales formadas por dos copias de H2A,
H2B, H3 y H4, que proporcionan una estructura rigida. La modificacion covalente de
histonas es un mecanismo epigenético esencial de regulacion de genes. Estas
modificaciones postraduccionales (metilacion de lisinas y argininas, acetilacion,
fosforilacién, ubiquitinacién, SUMOilacién y ADP-ribosilacién) ocurren con mayor
frecuencia en las colas N-terminales de las histonas centrales.(Campos & Reinberg,
2009; Garden, 2013). La acetilacién de histonas se asocia con una conformacion de
cromatina "abierta" que facilita la transcripcion. El N-terminal acetilado que sobresale
del nicleo de nucleosoma proporciona afinidad reducida para el ADN, lo que permite
que la cromatina pueda adoptar una estructura mas relajada para el reclutamiento de la
maquinaria bdasica de transcripcion (Campos & Reinberg, 2009; X. Cheng &
Blumenthal, 2010).

Las histonas son acetiladas por las enzimas histonas acetiltransferasas (HATs),

mientras que las histonas desacetilasas (HDAC) eliminan estas modificaciones. Las
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HDAC revierten la actividad de HAT al hacer que la cromatina se vuelva mas
condensada promoviendo la represion genética. En contraste, 1a metilacion de histonas
puede mantener la cromatina en un estado activado o reprimido. La tri-metilacién de
la histona H3 en la lisina 4 y 36 (H3K4me3 y H3K36me3) facilita una cromatina abierta
para la transcripcion activa (Bayarsaihan, 2011; Lecoutre et al., 2017). Por el contrario,
las metilaciones de histonas en las lisinas 9 y 27 (H3K9me3 y H3K27me3) se asocian
generalmente con una condensacién de la cromatina y el silenciamiento génico. Los
genes con modificaciéon bivalente (H3K4me3 y H3K27me3) son tipicamente
importantes reguladores del desarrollo en células embrionarias pluripotentes (ES) o
células progenitoras multipotentes silenciadas. Los potenciadores, que determinan la
expresion génica especifica de tejido, estdn marcados por la monometilacion de histona
H3 lisina 4 (H3K4mel) y por los cofactores de histona acetiltransferasa CBP/p300. La
metilacion de las histonas se lleva a cabo mediante las histonas metiltransferasas
(HMT) y la desmetilacién por histonas desmetilasas (HDM), como miembros de la
familia de proteinas Jumonji.(X. Cheng & Blumenthal, 2010; Lecoutre et al., 2017;
Mikkelsen et al., 2007). A continuacidn, describiremos estrategias farmacoldgicas de

modulacién de la acetilacion y su efecto en la activacion de la microglia.

Activacion

Figura 8 Las histonas son acetiladas por las enzimas histonas acetiltransferasas (HATSs), mientras que
las histonas desacetilasas (HDAC) eliminan estas modificaciones, impidiendo la unién de factores de
transcripcion y enzimas como la polimerasa. El estado acetilado se controla a través de las actividades

opuestas de las histonas acetiltransferasas (HAT) y las histonas desacetilasas (HDAC). Los HAT
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neutralizan el grupo amino cargado positivamente de residuos de lisina especificos al transferir un grupo
acetato de acetilCoA al resto de lisina, mejorando asf su acetilaciéon y haciendo mds accesible el ADN
al disminuir la afinidad de uni6n entre la cola de histonas y el ADN. Por el contrario, la lisina positiva

se une a ADN cargado negativamente en ausencia del grupo acetilo.

2.7.3 Acido suberoilanidido hidroxamico (SAHA)

SAHA es un pan-inhibidor de HDAC que pertenece estructuralmente al grupo
de los dcidos hidroxdmicos. SAHA (Vorinostat) fue el primer inhibidor de la HDAC
aprobado por la FDA y es un inhibidor eficaz del crecimiento de células tumorales en
el cancer de prostata.(X.-Y. Shi, Ding, Li, Zhang, & Zhao, 2017). De manera general,
SAHA induce la inhibicién de la HDAC, mejora la acetilacién de histonas, lo que
conduce a la relajacion de la cromatina y modifica la expresion génica. Recientemente,
se identific6 que la inhibicion de HDAC promueve respuesta anti inflamatoria
(Mohammadi, Sharifi, Pourpaknia, Mohammadian, & Sahebkar, 2018). Por ejemplo,
la inhibicién de HDAC decrece la activacién de la via NF-xB (Choo, Ho, Tanaka, &
Lin, 2010), decreciendo la producciéon de mediadores inflamatorios, incluidas

quimiocinas y el 6xido nitrico (NO).

La inhibicién de la HDAC empleando TSA y/o SAHA suprime la expresion y
liberacion de citocinas de la microglia inducida por LPS (Kannan et al., 2013). Ademads,
la induccién de la acetilacion de la H3K9ac por SAHA promueve la activacion
microglial in vivo (Cheray & Joseph, 2018; Q. P. Hu & Mao, 2016). Por su parte, la
hiperacetilaciéon inducida por el tratamiento con TSA mejora el aprendizaje a largo
plazo y la disfuncién cognitiva en ratones tratados con LPS (Hsing et al., 2015) (Fleiss,
Nilsson, Blomgren, & Mallard, 2012). Adicionalmente, la inhibicién de la HDAC por
el butirato de sodio (SB) induce cambios en la forma de la microglia, con aparicion de
alargamiento de los procesos microgliales en condiciones inflamatorias y normales
asociadas con cambios en los marcadores de microglia proinflamatoria y
antiinflamatoria(P. Wang et al., 2018). El SB también induce el enriquecimiento y la
transcripcion de H3K9ac en los promotores de genes pro inflamatorios de la microglia

(Tnf-a, Nos2, Statl, IL6 e IL10)(P. Wang et al., 2018)

43



Molecularmente, las HDAC influyen en la transcripcion de genes modificando
las regiones promotoras de las citocinas. La capacidad de las HDAC para modificar
también proteinas no histénicas, incluidos los factores de transcripcién como STAT3,
resalta ain mds el importante papel de estas enzimas en la regulacién del gen de las
citocinas. De hecho, se ha demostrado que la produccién de citocinas por las células
inmunitarias estd regulada por cambios en el estado de acetilacion de sus promotores.
La participacion de las HDAC en la regulacién de las citocinas no estd restringida a
ninguna clase o subtipo especifico de citocinas. De hecho, las HDAC parecen participar
en la regulacion transcripcional de las citocinas pro y antiinflamatorias (P. Kumar et
al., 2017). Por lo que al utilizar iIHDAC como SAHA la modificacién de expresion de

genes proinflamarios es de esperarse.

2.8 Metilacion del ADN como un modulador de la activacion de la microglia y
adiccion

Pocos estudios han evaluado el efecto de la regulacion de la expresion génica
por la metilacion del ADN en microglia y su correlacion con la conducta adictiva. Por
ejemplo, la exposicion de ratas a la morfina conduce a un aumento de la expresion de
citocinas proinflamatorias y quimiocinas en el NAc, mientras que el incremento de la
citocina antiinflamatoria interleucina-10 (IL-10) reduce la conducta de adiccidén
(Schwarz, Hutchinson, & Bilbo, 2011). Ademas, se han descrito cambios en la
metilacién de residuos de citosina asociados con neuroadaptaciones subyacentes a
manifestaciones en la conducta (Ghavifekr Fakhr, Farshdousti Hagh, Shanehbandi, &
Baradaran, 2013). Con ello, las influencias ambientales, como los comportamientos de
busqueda de drogas, pueden inducir alteraciones a la metilacion del ADN. Por ejemplo,
la autoadministracion, extincidén y reincorporacion de la cocaina se asocia con una
regulacion al alza de la expresion del gen temprano inmediato c-Fos en estriado y
corteza cerebral, y con una disminucién de la metilacion de los dinucleétidos CpG en
su region promotora. De interés, la suplementacion con metilo a través de la 1-
metionina crénica atenud el restablecimiento inducido por farmacos, bloqued la

regulacién positiva de c-Fos inducida por cocaina y rescatd la metilaciéon de CpG al
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nivel de control (Elvir, Duclot, Wang, & Kabbaj, 2017; Iurescia, Seripa, & Rinaldi,
2016).

El DNMT vy sus cambios asociados en la metilacién del ADN estdn regulados
por el uso de drogas con especificidad de paradigma regional, temporal y de
comportamiento. Hay evidencia de que la cocaina aumenta répida y transitoriamente
el ARNm de la Dnmt3a en ratones. De interés, la abstinencia a la cocaina en este
modelo incrementa la expresion de Dnmt3a en el NAc (Massart et al., 2015).
Curiosamente, esta hipermetilacion se revierte rapidamente después de una ‘recaida’
(Massart et al., 2015). Ademads, se ha reportado que la cocaina disminuye la metilacién
del ADN en el promotor cFos y en el promotor del exén IV del gen BDNF (Wright et
al., 2015). Estos reportes proponen que los patrones de hipermetilacion aparecen en el
NAc durante la abstinencia y se revierten rdpidamente después de la busqueda de

drogas.

La importancia funcional de la regulacion mediada por la cocaina de la
metilacién del ADN y las DNMT se ha reportado en diversos estudios, pero existe
cierto desacuerdo en cuanto a su papel en los comportamientos relacionados con la
adiccion. Por ejemplo, el inhibidor farmacoldgico de la DNMT3A, zebularina, retrasa
mientras que el donante de metilo S -adenosilmetionina (SAM), promueve la
sensibilizacion locomotora de la cocaina (Anderson et al., 2018). Asimismo, el
inhibidor farmacolégico de DNMT, RG108, a corto o largo plazo redujo la bisqueda
de cocaina en el ensayo de autoadministracion de cocaina (Massart et al., 2015). Es de
destacar que las inyecciones sistémicas del inhibidor de la DNMT, la 5-azacitidina,
reduce también el consumo de etanol, sugiriendo efectos conductuales comunes de las
DNMT que muestran multiples drogas de abuso(Warnault, Darcq, Levine, Barak, &
Ron, 2013).
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2.8.1 Modificacion de Histonas como un modulador de la activacion de la

microglia y adiccion

Se han identificado varias moléculas inhibidoras de las HDAC (HDAC)),
algunas de los cuales se encuentran actualmente en uso clinico para el tratamiento del
cancer, que cuentan con potentes efectos anti inflamatorios (Graff et al.,
2012)(Eckschlager, Plch, Stiborova, & Hrabeta, 2017; L. Wang, de Zoeten, Greene, &
Hancock, 2009). Como ejemplo, el 4cido valproico (VPA), es un inhibidor no selectivo
de la HDA aprobado por la FDA que se usa para tratar la epilepsia y los trastornos
bipolares. El VPA suprime la expresion de los genes de quimiocinas y citocinas, de
moléculas antivirales innatas (como el IFNB) y de proteinas relacionadas con la
activacion de la via de sefializacion TLR3-TLR4 (Suh et al., 2010) y también se ha
empleado en la reduccién de la respuesta inflamatoria inducida por lesion en la médula

(Abdanipour, Schluesener, & Tiraihi, 2012).

Hay cambios inducidos por farmacos en la acetilacion de histonas, estos se han
detectado después de la exposicion a cocaina, metanfetamina, alcohol, tolueno y
heroina. Los aumentos inducidos por los medicamentos en la acetilacion a menudo se
asocian con un aumento de las respuestas de comportamiento a la administracion de
medicamentos, y la exposicion aguda y crénica a los medicamentos puede producir
patrones superpuestos y distintos de acetilacion de histonas, ademas la exposicion a
drogas de abuso aumenta la acetilacion general en H3 y H4 NAc (Anderson et al.,
2018). En este contexto, se ha planteado que la activacién neuroinmune en el cerebro
contribuye al dafio cerebral y los cambios de comportamiento también se han asociado
con el consumo de alcohol. En los tltimos afos, muchos estudios han informado que
el consumo crénico de alcohol puede aumentar las citocinas proinflamatorias y la
expresion innata de genes inmunes en el cerebro. Por ejemplo, el tratamiento de ratones
con LPS a través de su unién al TLR4, muestra aumento en el consumo de etanol y la
preferencia que persiste durante meses(Alfonso-Loeches et al., 2010) Ademads, la
ingesta de etanol disminuyo la expresion de HDAC y aument6 la acetilacion del high
mobility group box 1 (HMGB1)(Zou & Crews, 2014).Por su parte, el bloqueo de los

TLR4 inhiben la activacién neuroinmune inducida por etanol. Estos estudios sugieren
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que las HDAC cerebrales estdn vinculadas a la sefializaciéon neuroinmune HMGB1-

TLR4 (Zou & Crews, 2014).

2.9. Programacion metabdlica por nutrientes, inflamacion y su efecto potencial en
la transmision de conducta semejante a la adiccion en la descendencia

La programacion fetal por ingesta de alimento caldrico o la presencia de
obesidad materna incrementan la susceptibilidad en la descendencia de desarrollar
alteraciones metabdlicas y de comportamiento en etapas tempranas de la vida
(Tabachnik, Kisliouk, Marco, Meiri, & Weller, 2017). La obesidad en el embarazo es
un problema creciente de salud publica ya que su presencia se asocia con una serie de
efectos adversos para la madre y el feto, incluida diabetes gestacional, preeclampsia, e
inclusive muerte intrauterina (Bilbo & Tsang, 2010; Cedergren, 2004). Nuestro grupo
de investigacion, y algunos otros, han demostrado que los efectos negativos de la
presencia de obesidad materna en la descendencia se presentan inclusive a nivel del
sistema nervioso central y pueden permanecer a largo plazo y estar presentes hasta la
segunda generacion (Segovia, Vickers, Gray, & Reynolds, 2014). En este contexto, se
ha identificado que la alimentacién con alto contenido de grasa a ratones induce la
hipometilacién del ADN de genes asociados a la inflamacién en el tejido adiposo que
se preserva hasta la tercera generacion (X. Wang et al., 2016). Por otra parte, la
obesidad materna puede programar la inflamacion dentro del cerebro de la
descendencia a largo plazo, particularmente en regiones importantes para la cognicion,
como el hipocampo, es practicamente desconocida.(Bilbo & Tsang, 2010; McNaull et
al., 2010; Shaftel, Griffin, & Kerry, 2008). La presencia de obesidad correlaciona
también con inflamacién en el hipotdlamo (Avalos, Kerr, Maliqueo, & Dorfman, 2018)
y puede estar presente en el cerebro de la descendencia de madres expuestas a dieta
calodrica (Czeh, Gressens, & Kaindl, 2011). En este contexto, se sabe que la microglia
se infiltra en el cerebro sano durante la gestacién temprana y mantiene un grupo de
residentes durante toda la vida, activando la neuroinmunidad innata y adaptativa, y
regula el nimero de proyecciones y el refinamiento de las sinapsis (Ginhoux et al.,

2013). Sin embargo, las perturbaciones inflamatorias en el cerebro en desarrollo
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pueden hacer que estas células pasen de funciones fisioldgicas a mas patoldgicas, tanto

de forma aguda como persistente (Paolicelli et al., 2011; Paolicelli & Ferretti, 2017).

De importancia, nuestro grupo de investigacion y algunos otros en el mundo,
han identificado que la programacion fetal por exposiciéon de madres a una dieta alta
en grasa durante la gestacion fomenta el comportamiento adictivo a recompensas
naturales y sintéticas (Camacho, 2017; Naef et al., 2011)(Lillycrop et al., 2008;
Montalvo-Martinez, Maldonado-Ruiz, Cardenas-Tueme, Reséndez-Pérez, &
Camacho, 2018; Vanhees et al., 2014)). En este contexto, la exposicioén a un perfil
lipidico en las primeras etapas de la vida parece ser un potente modulador del
funcionamiento neuro-inmune a lo largo de la vida. De hecho, los descendientes de
madres alimentadas con grasa rica en grasas trans alta durante el embarazo y la
lactancia exhiben una mayor actividad inmune basal (proteina C reactiva) al nacer y un
aumento de la microglia activa en adultos. Estos cambios basales se acompafian de una
respuesta exagerada periférica e hipocdmpica de IL-1B al LPS adulto, conocido
clasicamente por activar la microglia (Bilbo & Tsang, 2010; Hoeijmakers, Lucassen,

& Korosi, 2015).

A pesar de la evidencia experimental que justifica la presencia de la activacion
de la microglia durante la programacion fetal por nutrientes o bien durante la presencia
de obesidad materna, no existen datos experimentales que demuestren que, en estos
escenarios, se promueve el desarrollo de conducta de adiccion a recompensas naturales
en la descendencia. Con ello, se propone que durante la obesidad o sobrealimentacion
materna se induce la activacion de mecanismos epigenéticos modulando positivamente
la expresion de un perfil de inflamacién cerebral que favorece la transmision del

fenotipo adictivo a la descendencia a través de herencia transgeneracional.
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CAPITULO 3

3  JUSTIFICACION

La programacion nutricional materna favorece la conducta de adiccion al consumo
de alimentos hipercaldricos en la descendencia. En el contexto de obesidad/
sobrenutriciéon se presenta la activaciéon de inflamacion sistémica y central. Se
desconoce si durante la programacion nutricional materna la activacion del perfil

inflamatorio se asocie a mecanismos epigenéticos selectivos.

Por lo anterior, en este trabajo identificaremos en un modelo animal si la
descendencia de madres sometidas a programacion nutricional presenta conducta de
adiccion a la comida que correlacione con alteraciones en el perfil de

metilacion/acetilacion del DNA de genes proinflamatorios.
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CAPITULO 4
4 HIPOTESIS:

La programacion materna con dieta caldrica modula el perfil de metilacion de genes
proinflamatorios en el cerebro favoreciendo el desarrollo de conducta similar a la

adiccién y su modulacién por agentes metilantes revierte el fenotipo
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CAPITULO 5
5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:

Identificar si la programacion nutricional materna favorece la presencia de
conducta similar a la adiccién en la descendencia, a través de cambios en el perfil de

metilacidn/acetilacion del DNA de genes pro-inflamatorios
5.2 Objetivos Especificos:

1. Evaluar si la modulacién farmacoldgica del perfil Metilacion/Acetilacion
modula la expresion de genes inflamatorios en linea celular de microglia SIM-A9

2. Identificar si la descendencia de madres expuestas a programacion nutricional
presenta conducta similar a la adiccidn e incremento en el perfil de metilacion global y

especifica de genes proinflamatorios

3. Confirmar si la modulacion del metiloma revierte/exacerba el comportamiento

similar a la adiccidn de la descendencia
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CAPITULO 6
6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Material de Laboratorio

Tabla 1

Tabla 1. Material Biolégico y No Biol6gico

No Bioldgico

Pellets de chocolate (45mg), BioServ/ No. Catdlogo F05472).

Comida estdndar para rata (LabDiet/ No. Catdlogo 5001).
Dieta de cafeteria (CAF) con 372 Kcal/l00g distribuidas en 39%
carbohidratos, 49% lipidos y 12% proteinas.

Estuche de diseccidn.

Rat Brain Atlas, Paxinos y Watson.

Vaso de precipitado de 50 mL, 100 mL, 1000 mL

Matraz de aforacion 1000 mL

Micropipetas eppendorf de 1000 puL, 100 uL, 10 uL, 2.5 uL y 1 pL.

Puntillas para micropipetas: azules, amarillas y blanca, estériles

Filtros de jeringa estériles Millex™-GP con membrana de PES

Filtros de vacio/sistemas de almacenamiento desechables Corning™

Placas PCR tiempo real 96

Tubos eppendorf de 1.5 ml, 0.6 ml y 0.2, estériles.

Tubos Falcon 50ml y 15ml, estériles.

Guantes sin talco.

Gradillas de nitrilo

Placas de cultivo celular de fondo plano Costar™ 96 pozos,12 pozos, 6 pozos

Raspadores de células Nunc™

Frasco de Cultivo celular 75¢cm y 25 cm.

Biolbgicos

Ratas Wistar. Sexo: machos y hembras. Edad: 8 — 10 semanas. Peso: 200-
300g

Linea Celular SIM-A9 (ATCC® CRL-3265™)

Tabla 2. Reactivos

Etanol al 70%.[]

Hipoclorito de sodio 1:10

K/ 7/ K/
XA R X AR X

Solucion salina al 0.9%. [

DS

Agua DEPC estéril.
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Buffer TBE 1X.

RNAlater (Ambion, Inc./No. Catdlogo AM7020).

RNaseZAP (Ambion, Inc./ No. Catdlogo AM9780).

Alcohol etilico 96-100%, grado molecular (J.T. Baker).

2-Mercaptoethanol (BioRad/ No. Catdlogo 1610710).

EDTA (Sigma Aldrich/ No. Catdlogo E9884).

7 X/ 7 7 X/ 7 X/
XA R X AR X AR X AR X AR X IR X

Kit de extraccién de RNA: RNeasy Mini kit (50) (QIAGEN/ No. Catdlogo
74104).

%

*

Kit de extracciéon de DNA: DNeasy Blood & Tissue Kit (50) (QIAGEN/ No.
Catdlogo 69504).

EGTA

X/ 7
AXAR X4

Glucosa

X/
X4

L)

Medio de cultivo F-12 Ham

PBS

Lipopolisacdrido

SAHA: Sigma Aldrich (SMLO0061-5mg) Lot# 106M4705V

5-Aza-2’-deoxycytidine: Sigma Aldrich (A3656-10mg) Lot#SLBW8944

Dimetilsulfoxido >99.5% filtrado Lot#SHBD7446V)

Cell Proliferation Kit I (MTT) Cat. No. 11 465 007 001 de Sigma Aldrich

X/ X/ R/ X/ R/ X/ R/
XA R X AR X AR X AR X AR X AR X

Ficoll-Paque TM PLUS 17-1440-02 Lot:10269946

Tabla 3

Tabla 3. Equipo de Laboratorio

©]

Caja de condicionamiento operante (OmniAlva)

Sonicador Q125 (QSonica).

Cabina de bioseguridad: Purifier Logic+ Class Il (LABCONCO)

Microcentrifuga 5417R (Eppendorf).

NanoDrop 8000 (Thermo Scientific).

Vortex

Termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).

LightCycler® 480 Instrument II

Centrifuga tubos 15mL

Termociclador RT

Microscopio

Thermomixer confort (Eppendorf).

O |0 |0 |O |O|O|O |O|O |0 |0 |O

GloMax® Discover
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6.2 Estrategia Experimental

Estrategia general

Objetivo 1 Objetivo 2 Objetivo 3

Linea Celular Microglia
SIMA9

Programacién de
madres con dieta de
donadores de metilo

Conducta similar a
la adiccion

6.3 Metodologia

Se utilizaron 30 ratas machos de la cepa Wistar de una edad aproximada de 8-
10 semanas y de un peso de 200-300g. Los modelos fueron manejados en el laboratorio
de Neurometabolismo y Bioterio del CIDICS de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999.
Los ejemplares se mantuvieron en cajas individuales a temperatura de 20-23°C y con
un ciclo de luz/oscuridad de 12h. Con disponibilidad de agua y alimento acorde al

experimento.
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6.3.1 Programacion Fetal de la descendencia

Ratas Hembras Wistar 8-10 semanas

CRIAS
Cruza Nacimiento Destete
Semana
3 6 9
5" ) % Dieiq Coni‘rol
0 3 6 9
» % Dieta Control
o
A
0 3 6 9
a7 I I I _
| | Dieta Control
A e I Desarrollo Lactancia
@ embricnario

. 3. Dieta Cafeteria +
l Grupo Cafeteria l Grupo Control l Donaderes de Metilo

Figura 9 Grupos experimentales evaluados. Grupo 1 Ratas hembras con dieta control durante las 9

semanas, Grupo 2 ratas hembras con dieta de cafeteria por 9 semanas y Grupo 3 ratas hembras con dieta
de cafeteria adicionada con donadores de metilo. Las 9 semanas incluyen 3 semanas antes de la cruza,

el desarrollo embrionario y hasta el destete. Las crias solo fueron expuestas a dieta control.

o Dieta Hipercalérica:

Para la dieta hipercaldrica se realizé una mezcla de los siguientes componentes

Dieta de cafetera =~

Galletas Marias

Papitas “Sabritas Original”

Chocolate liquido Hershey's

Tocino Fud

Pate de cerdo Zwan

Polvo de pellets de comida estdndar

La cual contiene 372 kcal/100 g distribuidas en 39% carbohidratos, 49% lipidos y 12%
proteinas.
La dieta de cafeteria adicionada con donadores de metilo se realizé6 mezclando los

mismos ingredientes de la dieta de cafeteria y los siguientes componentes: Betaina (5
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g / kg de dieta), Colina (5,37 g / kg de dieta), Acido félico (5,5 mg / kg de dieta),
vitamina B12 (0,5 mg / kg de dieta).

Ambas dietas se administraron por 9 semanas como se indicé en la figura.

6.3.2 Condicionamiento Operante:

Para evaluar la conducta motivante para la obtencién de recompensas naturales
en la descendencia se empled la prueba de condicionamiento operante en la caja de

Skinner

1. Se sometid a restriccion caldrica a cada grupo de ratas exponiéndolas a 15g de
alimento/dia durante 7 dias. Con este protocolo es espera que los sujetos muestren
decremento del 10% de su peso

2. Las ratas se sometieron al entrenamiento de condicionamiento operante
siguiendo protocolos ya establecidos (Sharma, Hryhorczuk, & Fulton, 2012) en la caja

de entrenamiento OmniAlva.

Estimulo de sonido
Estimulo de luz

Palanca de inicio

Dispensador de pellets

Comedero

Rejilla electrificada para
estimulo de choque eléctrico.

Figura 10 Descripcién grafica de los componentes de la caja de comportamiento operante (caja de

Skinner).
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Funcionamiento: La caja de comportamiento operante cuenta con una palanca de

inicio, la cual al ser accionada (presionada), permite la liberacion de un pellet de
comida (recompensa) hacia el comedero. Al mismo tiempo en el que ocurre la
liberacion del pellet, se activan los estimulos de luz y sonido por un lapso de 2
segundos, esto para generar una asociacion entre la liberacion de la recompensa y los

estimulos (respuesta condicionada).

3. Las ratas se entrenaron individualmente siguiendo los protocolos FR1, FRS y
PR, con los pardmetros de asociacion a: 2 segundos de luz y 2 segundos de sonido con
5 segundos de inter-ensayo, ajustados a la liberacion del pellet en el recepticulo de la
caja

4. La duracion de cada protocolo es el siguiente:

-Protocolo FR1 por 3 dias consecutivos; duracién 1 hora.

-Protocolo FRS por 4 dias consecutivos; duracién 1 hora.

-Protocolo PR por 5 dias consecutivos; duracion dependiendo de la actividad del
animal, maximo 1 hora.PR = [Se (R*0.2)] — 5, en donde R es igual al numero de
recompensas ganadas menos 1. Con ello, se requiere el siguiente orden de estimulacién
en la palanca para ganar una recompensa: 1, 2, 4, 6,9, 12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62,
77, 95, etc.

5. Se colocé la cantidad de comida estandar correspondiente, a cada rata, después
de terminado cada protocolo.

-Después de protocolo FR1 se expuso a 30 gramos de comida estandar.

-Después de protocolo FRS: se expuso a comida estdndar ad libitum.

-Después de protocolo PR: se expuso a comida estdndar ad libitum.

Restriccién Caldrica | Protocolo FR1 | _ _

Comida Adlibitum
| i | 1 Palanqueo =1 Palanqueos Progresivos
L 0 Recompensa 3 7 1,2,4,6,9,12= 1 Recompensa

Figura 11. Esquema de protocolo completo para el entrenamiento de condicionamiento operante en el

modelo de adiccion a la comida hipercalérica.
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6. Se generaron diversos grupos experimentales: grupos principales, los cuales
conformaron la generacién FO. La F1 se conformé por grupos de machos generados a
partir de los grupos de la FO, después de ser subdivididos segin la clasificacién del

comportamiento operante observado.

. Cafeteria . Control
FO \\ FO

32 39
W' V'3

! 4

/\ /\
F1

Adictos 1 Adictos
d wr
» ) »

No
Adictos

No
Adictos

Figura 12 Clasificacién de grupos experimentales. Se seleccionaron de cada grupo de hembras (cafeteria
o control) si presentaban o no fenotipo semejante al adictivo. De manera similar se seleccioné a los

machos F1 dependiendo del comportamiento
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6.3.3 Obtencion y almacenamiento de muestras

1. Los animales se sacrificaron por decapitaciéon con guillotina posterior a cada
entrenamiento

2. Se colectaron muestras de sangre aproximadamente 2ml por rata durante el
sacrificio

3. Se obtuvieron cerebro completo y se colocara con hielo seco y se guardé a -80°C
4. Se obtuvo la regién del NAc, siguiendo las coordenadas de localizacién de la

region que se especifican en el “Mouse brain atlas” de Paxinos y Watson

5. Se colocaron en el tubo en hielo y se sometieron a sonicacién empleando el
sonicador Q125 para la extraccion de RNA (1 ciclo de 15 segundos con una amplitud
del 30% y pulso de 5).

6. Se realiz6 la purificacion y obtencién del RNA utilizando el kit: RNeasy Mini
Kit de QIAGEN vy siguiendo protocolos establecidos por el fabricante.

7. Se almacenod el RNA a -80°C hasta su posterior uso.

6.3.4 Cultivo Celular y Mantenimiento de la linea celular.

1. Se utilizé la linea celular SIM-A9, la cual cada dos dias se realiza recambio de
medio.

2. Para realizar pase de células se utiliz6 la solucion PBS/EDTA/EGTA/Glucosa.
3. Se realiz6 estandarizacién del tiempo de confluencia (80%) en flask de 25cm?
para los posteriores experimentos.

4. Se sembraron 100,000 células por pozo en cajas de 6 pocillos a condiciones de
medio de cultivo F-12 (10%SFB) 5% CO?

5. Se agregaron la concentracion correspondiente de farmaco modulador (SAHA
100nM, AZA 75nM, SAM 250uM) y se pre-incubo durante 24 horas

6. Se estimularon células con Lipopolisacarido (LPS) 500ng/ml

7. Se realiz6 la incubacion durante 6 horas y 24 horas con LPS para posteriormente

realizar extraccion de RNA con TRIzol.
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6.3.5 Conteo Celular con Azul de Tripano y Siembra en Placa

Una vez alcanzada la confluencia, se les adicion6é PBS 1X/EDTA 1mM/EGTA
mM/Glucosa 1mg/ml a las células para desprender de la superficie, por un tiempo de
5-10 min, a 37 °C. Se recupera la suspension celular en un tubo cénico de 15 mL y se
centrifugé por 5 min a 400 g para obtener un botén de células, el cual se resuspendid
en el volumen de medio apropiado descartando el sobrenadante de la centrifugacion.
De la suspension celular se preparé una dilucién (1:5) con azul de tripano, se mezcld
perfectamente y se colocaron 10 pL en camara de Neubauer para el conteo celular. Se
contaron los cuatro cuadrantes de las esquinas. Se sacO un promedio, y se multiplicd
de acuerdo a la siguiente formula:

# de Células/mL= Promedio de células x 5 (factor de dilucion) x 10,000

*Se sembraron las células segin el experimento a realizar.

6.3.6 Ensayo MTT

La reduccion de MTT (3- [4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium
bromid) hacia formazan por la reductasa mitocondrial es equivalente a la viabilidad

celular.

1. Para determinar las concentraciones a utilizar en los ensayos se sembraron 5000
células/pozo en placa de 96 pozos

2. Se utilizaron las instrucciones del Cell Proliferation Kit I (MTT) de Sigma
Aldrich. Se agregaron 10ul de MTT (3- [4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromid) y se realizé una incubacién de 4 horas a 37°C, con 5% de CO2,
pasado este tiempo se agregaron 100pl de solucion solubizadora (10% SDS en 0.01 M
HCI) y se dejé toda la noche a 37°C, con 5% de CO?.

3. Se realiz6 la lectura de absorbancia en el equipo GloMax® Discover a 600nm.
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6.3.7 Extraccion RNA

Para la extraccion de ARN de la linea celular a los diferentes tiempos (6 horas
y 24 horas) de incubacién con los moduladores epigenéticos por el método de TRIzol,
se afiadi6 por pozo 1ml del reactivo frio, se homogeniz6 la muestra por pipeteo, esto
se transfirié a un tubo de 1.5ml, y se incub6 a TA por 5 minutos para permitir la
disociacion completa de nucleoproteinas. Posteriormente, se afadié 0.2ml de
cloroformo frio. Se mezclé por Vortex por 30 segundos y se centrifugd por 15 minutos
a 12,000 rpm a 4°C. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo al cual se le agregan
0.5 ml de isopropanol frio y se dejo precipitar a -20°C durante toda la noche. Después,
se centrifugé por 10 minutos a 14,000 rpm a 4°C y se deseché el sobrenadante, la
pastilla de RNA se lavé con 0.5ml de etanol al 75% y se centrifugé por 10 minutos a
14,000 rpm a 4°C. Este paso se repitié por dos lavados. La pastilla se resuspendié en

30 ul de Agua libre de RNAsas.

6.3.8 Retro-transcripcion

Se realiz6 la RT-PCR para evaluar la expresion génica de las muestras. Primero
en 10ul se agregaron 200ng de la respectiva muestra. Se preparé el master mix con los
siguientes componentes utilizando el kit Applied Biosystems™ High-Capacity ¢cDNA

Reverse Transcription Kit:

Componente Volumen
10X RT Buffer 2.0ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8ul
10X RT Random Primers 2.0ul

MultiScribe™ Reverse Transcriptase | 1.0ul

RNase Inhibitor 1.0ul

Nuclease-free H20 3.2ul
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Ambas mezclas se juntaron para formar un volumen final de 20ul por

reaccion de RT. Se incubé en el equipo con la siguiente configuracion:

1 2 3 4
Temperatura | 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 minutos | 120 minutos | 5 minutos o0

6.3.9 PCR Tiempo Real

La quimica que se usa en la reaccion es SYBR Green, con el estuche iQ™
SYBR® Green SuperMix (Bio-Rad) utilizando 1ul del cDNA sintetizado. La
cuantificacion es relativa, utilizando el endégeno 36B4 como gen normalizador. Se

utilizo6 el equipo LightCycler® 480 Instrument I1.

Componente Volumen
SYBR Green 2x | Sul
Primer 0.5uM 2ul

Agua 2ul
cDNA Tul
Gen | Primer 1 (5-3) Primer 2 (5-3)
IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTC | TTGGTCAGCCACTCCTTC

C
IL-1B GCAACTGTTCCTGAACTCAACT | ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

II-1a | GCACCTTACACCTACCAGAGT TGCAGGTCATTTAACCAAGTGG

TNF | CAGGCGGTGCCTATGTCTC CGATCACCCCGAAGTCAGTAG

o

36B4 | TCCAGGCTTTGGGCATCA CTTTATCAGCTGCACATCACTCAG
A
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6.3.10 Extraccion de DNA y RNA

Los tejidos se lisaron y homogenizaron en buffer (RLT plus) que contiene
isotiocianato de guanidina, el cual inactiva inmediatamente las ADNasas y ARNasas
para asegurar la extraccion de ADN y ARN intactos. Posteriormente, el lisado se pasé
por una columna (AllPrep DNA spin column Qiagen, Venlo, Holanda) que junto con
el buffer RLT plus, permite la fijacion selectiva del ADN gendmico. Después la
columna se lavé con 500 ul del buffer AW1 y después con 500 pul del buffer AW2.
Finalmente, el ADN se eluy6 con 100 ul de buffer EB. El filtrado de la columna de
ADN se recolecto y se le agregd un volumen de etanol al 70% para proveer las
condiciones 6ptimas de fijacién del ARN a la columna (RNeasy spin column) donde el
ARN total se une a la membrana y los contaminantes fueron lavados con 700 y 500 ul
de los buffers RW1 y RPE respectivamente. Finalmente, el ARN se eluy6 con 30 ul de

agua libre de RNAsas y ambos se almacenaron a -80°C.
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CAPITULO 7
7  Resultados

7.1 Evaluacion de la modulacion farmacolégica del perfil de
metilacion/acetilacion del ADN en la activacion de la microglia

Se  expusieron  concentraciones  crecientes de los  farmacos
(SAHA:100nM,250Nm,500nM), (AZA:10nM,50nM,75nM), (SAM:
100uM,250uM,500uM) a las células de microglia SIM-A9 por 6h y 24h. Los
resultados indican un efecto dosis dependiente de los farmacos en el porcentaje de
reduccion del MTT, evidenciandose que a concentraciones de SAM = 250uM, 500uM
se observa una disminucion significativa del 20%, indirectamente equivalente a una
viabilidad cercana al 80%. Por su parte, el decremento del 20% en reduccién del MTT

se alcanza con AZA =75nM y SAHA = 500nM (Figura. 13).
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Figura 13 Resultados de MTT absorbancia en 600nm, graficado como porcentaje de reduccién del
colorante MTT. Se utilizaron concentraciones crecientes de los 3 tratamientos. Dunnett's multiple

comparisons test *0.0332 **(0.0021 ***(0.0002 ****<0.0001

7.2 Expresion de genes proinflamatorios por PCR Tiempo real

Empleamos PCR tiempo real para evaluar el efecto de candidatos potenciales
de inflamacion sobre los niveles de expresion de las citocinas proinflamatorias. En
primera instancia, empleamos el lipopolisacdrido (LPS) que promueve, en parte, la
activacion de la via de TBK1 culminando en la activacién corriente debajo de NFK y
expresion de citocinas proinflamatorias. Los resultados confirman que la preincubacion
por 24 horas con SAHA 500nM, AZA 75nM, SAM250uM, modula selectivamente el
perfil de expresion de citocinas 6h posteriores a la estimulacion con LPS. En especifico,
la metilacion inducida por SAM incrementa hasta el 292.09% comparado con LPS en
IL-6 (Fig. 14A). No existen cambios referentes al inducido por LPS al preincubar con
AZA y SAHA. Ademds, la activacién de la metilacion o no metilacién por SAM o
AZA decrecen el % hasta aproximadamente 48% y 28% respectivamente de la
expresion del TNFa comparado con el promovido por LPS (Fig. 14D). No existen
cambios referentes al inducido por LPS al preincubar con SAHA. De interés, la
expresion de IL-1P es ampliamente sensible a la activacién inducida por SAHA
mostrando un incremento de alrededor del 600%, cuando se compara con el ejercido
posterior a 6h con LPS (Fig. 14B). Finalmente, la expresion del IFIT1 aumenta hasta
aproximadamente 577% en comparacion con LPS en condiciones de inhibicion de la

metilacion inducida por la preincubacion de AZA (Fig. 14C).
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Figura 14: Expresion génica con estimulaciéon con 500 ng LPS por 6 horas. Cuantificacion relativa por
PCR en tiempo real, utilizando 36B4 como gen normalizador Dunnett's multiple comparisons test
*0.0332 **0.0021 ***0.0002 ****<0.0001 A: niveles de expresion del gen IL-6 a 6 horas B: niveles de
expresion del gen IL-1( a 24 horas B: niveles de expresién del gen IL-6 a 6 horas B: niveles de expresion
del gen IL-6 a 24 horas C: niveles de expresion del gen IFIT a 6 horas D: niveles de expresion del gen

TNFa a 6 horas.

Con base en la evidencia identificada, mostrando que la expresion de las
citocinas inflamatorias se modula por promotores/inhibidores de metilacion y/o
acetilacion, en la siguiente serie de experimentos investigamos si la activaciéon del
perfil inflamatorio inducida por el acido palmitico puede regularse a través de los

farmacos de modulacion epigenética antes mencionados.

Los resultados demuestran que la activacion de la expresion de interleucina-6 a
las 6h inducida con acido palmitico (100mM) se exacerba % al preincubar con AZA

hasta 280% con respecto al PAL y se encuentra sin alteraciones a las 24h posteriores
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de la activaciéon con PAL (Fig. 15A, B). Similar al efecto mostrado durante la
incubacion con LPS, la activacion de la metilacién o no metilacién por SAM o AZA,
respectivamente, decrecen el % de la expresion del TNFa a las 6 h comparado con el
promovido por PAL (Fig. 15C, D). De interés, la exacerbacion de la expresion de TNFa
a las 24h parece ser sensible totalmente a la acetilacion regulada por SAHA, mostrando

un % de incremento 395 respecto a la incubacién con PAL ((Fig. 15C, D).

Por su parte, la promocidn de no metilacion y/o acetilacién por la preincubacion
de AZA y SAHA, incrementa el porcentaje hasta 407.5 y 767.5 aproximadamente de
incremento la expresion de la IL-1P a las 6 horas posteriores a la incubacién con PAL
(Fig. 15E, F), mientras que a las 24 h posteriores la induccion de acetilacion promueve
eficientemente la expresion de la IL-1B ((Fig. 15E, F). En el caso de la IL-1a, la
promocion o inhibicion de la metilacion por SAM o AZA, disminuye % hasta 34 y 70,
mientras que la promocidn de la acetilacion por SAHA incrementa % hasta niveles de
357.14 con respecto a PAL en a expresion de la IL-1a (Fig. 15G, H). El efecto de la
acetilacion sobre la expresion de la IL-1a se favorece hasta las 24 h posteriores a la
incubacién con SAHA alcanzando % de 1256 mas que el dcido palmitico (Fig. 15G,

H).

Finalmente, no existe modulacién en la expresion de IFIT1 ejercido por los
moduladores de metilacion o acetilacion (SAM y AZA, SAHA, respectivamente),
posterior a las 6h de incubacion con PAL (Fig. 151, J). Sin embargo, identificamos
inhibicion en la metilacién inducida por AZA promueve incremento % de 444 en la

expresion de IFIT1 a las 24 h posteriores a la incubacioén con PAL (Fig. 151, J).
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Figura 15: Expresion génica con estimulacién con 100 mM PAL. Cuantificacién relativa por PCR en
tiempo real, utilizando 36B4 como gen normalizador Dunnett's multiple comparisons test *0.0332
*%0.0021 ***0.0002 ***%<0.0001 A: niveles de expresion del gen IL-6 a 6 horas B: niveles de expresion
del gen IL-6 a 24 horas C : niveles de expresion del gen TNFa a 6 horas D: niveles de expresién del gen
TNFo a 24 horas E:niveles de expresion del gen IL-1P a 6 horas F: niveles de expresion del gen IL-1p
a 24 horas G: niveles de expresion del gen IL-1a a 6 horas H: niveles de expresion del gen IL-1a a 24

horas I: niveles de expresion del gen IFIT a 6 horas J: niveles de expresion del gen IFIT a 24 horas.

7.3 Condicionamiento operante hacia la dieta hipercalérica hembras (F0),
expuestas a dieta control y cafeteria

Para evaluar el comportamiento motivante (compulsivo-similar al adictivo), los
sujetos se sometieron al protocolo de condicionamiento empleando los esquemas FR1
y FRS, y PR, como se describié anteriormente. Cabe sefialar que los sujetos se
clasificaron como adictos referentes al niumero de aciertos (liberaciéon de la
recompensa) en > 10 en el protocolo PR. Todos los sujetos que no compartian este

criterio de inclusidn se consideraron como no adictos.

Los resultados demuestran que el 75% de las madres programadas con dieta
control exhibe conducta de motivacion comparado con 57.14% de madres que se

expusieron a dieta de cafeteria.
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Mad Dieta Cafeteria FO
Madres Dieta Control FO adres Dieta Lateleria

B No Adictos B )
B3 Adictos E Adictos
] No Adictos
p=0.0455
p=0.7064
42 .86%
75.00%
Total=8
Total=14

Figura 16A: Gréfica de pastel de los porcentajes de hembras FO (madres) adictas y no adictas,
expuestas a dieta control; Clasificadas con base al niimero de eventos en el protocolo PR durante 5 dias.
(n=8; Chi2 con p< 0.05). B: Gréfica de pastel de los porcentajes de hembras FO (madres) adictas y no
adictas, expuestas a dieta cafeteria; Clasificadas con base al nimero de eventos en el protocolo PR

durante 5 dfas. (n=14; Chi2 con p< 0.05).

Con respecto con los resultados obtenidos del grupo de hembras, alimentadas
con dieta de cafeteria se observa una disminucion en el porcentaje de hembras adictas
en comparacion con las adictas de la dieta control, sin embargo, en este grupo de

hembras no adictas y adictas, no se observa diferencia significativa.

No se encontré diferencia significativa al comparar la totalidad de sujetos FO en

el numero de eventos durante el protocolo PR.
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Figura 17 Grifica de barras del comportamiento operante hacia la dieta hipercalérica entre hembras
(adictas y no adictas), expuestas a dieta control y cafeteria; nimero de eventos totales de los cinco dias
del protocolo PR. Barras rosas Barras grises: machos F1 clasificados como no adictos. (ANOVA de dos

vias; Post-hoc Bonferroni; ***p<0.005)

7.4 Condicionamiento operante hacia la dieta hipercalorica de machos F1,
descendientes de hembras F0, expuestas a dieta de cafeteria

Las madres expuestas a programacién fetal por la ingesta de dieta de
cafeteria tienden a tener cantidad semejantes de descendientes que muestran el mismo
fenotipo, con un porcentaje de 52.83% adictos y un 47.17% no adictos. Con respecto a
los descendientes de madres con dieta control se obtuvo un porcentaje de 63.89%
adictos y un 36.11% no adictos, por lo que hay una diferencia estadisticamente

significativa, siendo superior el porcentaje de adictos.

Descendencia (F1) de madres CON Descendencia (F1) de madres CAF
- AdiCtOS B - Adictos
I No Adictos B No Adictos
36.11% p=0.0694
0.0332 4717% 52.83%
Total= 36 Total 53

Figura 18.A:Gréfica de pastel de los porcentajes de machos F1 adictas y no adictas, expuestas a dieta
control; Clasificadas con base al niimero de eventos en el protocolo PR durante 5 dias. (n=36; Chi2 con
p< 0.05). B: Grifica de pastel de los porcentajes de machos F1 adictas y no adictas, expuestas a dieta
cafeteria; Clasificadas con base al nimero de eventos en el protocolo PR durante 5 dias. (n=53; Chi2

con p< 0.0694)

Cuando se realiza la separacion en base al comportamiento de la madre y la exposicion

a dieta de cafeteria se obtuvo que de madres adictas hay 50% adictos y 50% no adictos
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en su descendencia. En contraste, las madres adictas de dieta control se obtuvo un

76.92% de adictos y un 23.07% de no adictos en la descendencia.

Por otro lado, cuando se analiza a la descendencia de madres que mostraron un
comportamiento no adicto, en dieta control tenemos un 30% de adictos y un 70% de
no adictos, por lo que el comportamiento de la madre influye en el nimero de
descendientes que presentan un comportamiento no adicto y viceversa para la

descendencia proveniente de madres adictas de dieta control.

Esto se contrasta de manera muy importante con los resultados de madres no
adictas de cafeteria, en donde se obtuvo un 57.14% adictos y 42.86% de no adictos, se
observa un incremento significativo en el numero de descendientes adictos en
comparacion con los de dieta control y mds aun a pesar de que la madre presentara el

fenotipo contrario.

Descendencia (F1) de Madres Adictas CON Descendencia (F1) de Madres Adictas CAF
A ) B Il Adictos
Il Adictos I No Adictos
23.07% I No Adictos
0.0002 50.00%  50.00%
76.92%
Total=26 Total=32
Descendencia (F1) de Madres No Adictas CON Descendencia (F1) de Madres No Adictas CAF
c ) I Adictos
Il Adictos I No Adictos
I No Adictos

30.00%

Total=10
Total=21

Figura 19: A: Gréfica de pastel de los porcentajes de machos F1 (no adictas y adictas) provenientes de
madres adictas, expuestas a dieta control; Clasificadas con base al nimero de eventos en el protocolo

PR durante 5 dfas. (n=26; Chi2 con p< 0.05) B: Gréfica de pastel de los porcentajes de machos F1 (no
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adictas y adictas) provenientes de madres adictas, expuestas a dieta cafeteria; Clasificadas con base al
nimero de eventos en el protocolo PR durante 5 dias. (n=32; Chi2 con p=1) C: Gréfica de pastel de los
porcentajes de machos F1 (no adictas y adictas) provenientes de madres no adictas, expuestas a dieta
control; Clasificadas con base al nlimero de eventos en el protocolo PR durante 5 dias. (n=10; Chi2 con
p< 0.05) D: Gréfica de pastel de los porcentajes de machos F1 (no adictas y adictas) provenientes de
madres no adictas, expuestas a dieta control; Clasificadas con base al niimero de eventos en el protocolo

PR durante 5 dias(n=21)

7.5 Confirmar si la modulacion del metiloma revierte/exacerba el
comportamiento similar a la adiccion de la descendencia
En el grupo de hembras, alimentadas con dieta control suplementada con

donadores de metilo, se observa una diferencia significativa entre el nimero de adictas

y no adictas.

Hembras Cafeteria + Metilos FO

Adictos

25.00%

75.00%

Total=4

Figura 20: Gréifica de pastel de los porcentajes de hembras FO (madres) adictas y no adictas, expuestas
a dieta cafeteria suplementada con donadores metilo; Clasificadas con base al niimero de eventos en el

protocolo PR durante 5 dias. (n=4; Chi2 con p< 0.05).

Al analizar el promedio total del nimero de eventos en los 5 dias del protocolo
PR, observamos una importante disminucién de estos en el grupo de cafeteria

suplementada con donadores de metilos.

73



FO Cafvs Con vs Met

40 A

w
o
1

Numero de Eventos
- N
o o
1 1

Figura 21: Gréfica de barras del comportamiento operante hacia la dieta hipercaldrica entre hembras
(adictas y no adictas), expuestas a dieta control y cafeteria; nimero de eventos totales de los cinco dias

del protocolo PR. (ANOVA de dos vias; ***p<0.005)

De igual manera al realizar una separacién por comportamiento y dieta,
notamos que de manera significativa hay una reduccién del nimero de eventos en el
protocolo PR en el grupo de dieta de metilos en comparacién con adictos de cafeteria

y siendo su comportamiento similar a uno no adicto.

7.6 Condicionamiento operante hacia la dieta hipercalérica de machos F1,
descendientes de hembras F0, expuestas a dieta de cafeteria suplementada con
donadores de metilo

Se observo un incremento en el porcentaje total de madres con comportamiento
no adicto en comparacién al porcentaje de adictos de la poblacion total de machos,

siendo la diferencia entre estos no significativa.
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Descendencia (F1) de madres MET

Bl Adictos
Il No Adictos

p=0.5171

42.11%

57.89%

Total=19

Figura 22: Grifica de pastel de los porcentajes de hembras FO (madres) adictas y no adictas, expuestas
a dieta de cafeteria suplementada con donadores de metilo; Clasificadas con base al nimero de eventos

en el protocolo PR durante 5 dias. (n=19 Chi2 con p< 0.05).

Sin embargo, cuando se analiza el total de numero de eventos, identificamos
una reduccion significativa en el grupo de cafeteria suplementada con metilos en

comparacion con el grupo control.
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Figura 23: Grafica de barras del nimero de eventos de la descendencia clasificadas: adictas y no adictas,
por el protocolo PR con 5 dias de duracién expuestas a dieta control, cafeteria y cafeteria suplementada

con donadores de metilo. (Sidak's multiple comparisons test; p= 0.0472)
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7.7 Asignacion de puntuacion a comportamiento de machos F1, en base a
protocolos FRS y PR

Para la seleccion de los sujetos con mayor y menor motivacion de los grupos

evaluados, se utilizé el nimero de eventos del protocolo PR y se utiliz6 la siguiente
Xi-X . . =
formula: x= Sl—d donde Xi es el valor de comportamiento para cada rata, X, es el

valor promedio de comportamiento de todo el grupo y s.d, la desviacion estdndar del
grupo, esto se realiz6 para los valores obtenidos tanto del protocolo FR5 y PR y se

graficé en base a ambos.

Podemos observar que tomando en cuenta los resultados de graficar FRS y
PR, se observa en los descendientes de madres alimentadas con dieta control que 10
sujetos se encuentran superando la puntuacion de 0.5 en el cuadrante superior

derecho, siendo estos las catalogados como adictos.

En el grupo de descendientes alimentados con dieta de cafeteria, se repite el
que haya un nimero elevado de sujetos designados como No Adictos por su
distribucion en la grafica en el cuadrante inferior izquierdo, sin embargo, observamos
un mayor numero de sujetos que sobrepasan la puntuacion de 0.5, siendo estos

designados como Adictos.

Con respecto el grupo de descendientes alimentados con dieta de cafeteria
suplementada con donadores metilo, se observa una disminucién en sujetos con
motivacioén, dado que se aprecian mayor nimero de sujetos en la categoria de No
Adictos, también notamos un aumento en el nimero de sujetos que se encuentran en la
interseccion de los cuadrantes por lo que no se clasifican como Adictos ni como No

Adictos.

Ademads, utilizando el punto 0.5 al analizar el comportamiento en el protocolo
PR de la descendencia F1, se observa una diferencia significativa entre el grupo de
cafeteria y grupo control, en donde se puede observar que la descendencia de madres
alimentadas con dieta cafeteria presenta una mayor motivacion para obtener la

recompensa respecto a la descendencia de madres control y cafeteria suplementada con
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donadores de metilo, lo cual puede verse reflejado a lo largo de los cinco dias del

protocolo PR.
A Descendencia F1 Control B Descendedia F1 Cafeteria
2 25
= . . & .
g 0 ot - H lli
g 05. * o L g @5
g 0' *e . s 0
=5 1 o905 0 05 1 15 2 -2 -1 05 0 1 7
. 8.3 1
t -1 -15
1.5
" Consumo

Descendencia F1 Protocolo PR

¢ Descendencia F1 Metilos D :

Numero de Eventos

0 0.5 1 15 2

Figura 24:Comportamiento de la descendencia: Grifica de las puntuaciones para los aciertos y la
motivacién de cada rata. A: Dieta control, se calcularon de acuerdo con el desempeifio en los protocolos
FRS y PR, y se representaron graficamente. Las ratas con una puntuacién de comportamiento mayor a
0.5 se designaron como Adicto y los del cuadrante inferior izquierdo como No Adicto B: Dieta cafeteria,
se calcularon de acuerdo con el desempefio en los protocolos FR5 y PR, y se representaron graficamente.
Las ratas con una puntuaciéon de comportamiento mayor a 0.5 se designaron como Adicto y los del
cuadrante inferior izquierdo como No Adicto. C: Dieta cafeteria suplementada con donadores metilo, se
calcularon de acuerdo con el desempefio en los protocolos FRS y PR, y se representaron graficamente.
Las ratas con una puntuaciéon de comportamiento mayor a 0.5 se designaron como Adicto y los del
cuadrante inferior izquierdo como No Adicto. D: Gréfica de barras del nimero de eventos de la
descendencia clasificadas: adictas y no adictas, por el protocolo PR con 5 dias de duracién expuestas a

dieta control, cafeteria y cafeteria suplementada con donadores de metilo con puntuacion.
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Finalmente, al comparar el ntimero de eventos de la descendencia de adictos
programados con dieta de cafeteria y dieta control, se observa que la programacién con
dieta de donadores de grupos metilo decrece el nimero de eventos totales. No se
observan diferencias significativas en el nimero de eventos de la descendencia de

sujetos no adictos.
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Figura 25:Gréfica de barras del nimero de eventos entre descendencia clasificadas como A: adictas y
NA: no adictas, por el protocolo PR con 5 dias de duracién expuestas a dieta control, cafeteria y cafeteria
suplementada con donadores de metilo. (Tukey's multiple comparisons test; p=* 0.0148 * 0.0144%****

<0.0001)
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CAPITULO 8
8 Discusion

En este estudio se demostré que la programacion fetal por exposicién de dieta
hipercaldrica incrementa la conducta de motivacién a la ingesta de comida caldrica en
la descendencia, recapitulando un fenotipo semejante a la adiccién. De interés,
identificamos que la promocién del perfil metilémico por ingesta de donadores de
metilo durante la programacion fetal, decrece eficientemente la conducta de motivacion
en la descendencia. Nuestros experimentos in vitro indican que la promocién del
metiloma decrece la expresion de los genes TNFa, IL-6, IL-la posteriores a la
estimulacion con estimulos proinflamatorios tales como el LPS y dcido palmitico. En
su conjunto, proponemos que la programacién fetal por dieta calérica incrementa la
susceptibilidad a la conducta motivante y que pudiera bien estar correlacionado con la
alteracion de los genes TNFa, IL-6, IL-1a sensibles de ser modulados por cambios en

el perfil metiléomico.

En este trabajo sugerimos que la exposicion de dieta caldrica durante el
embarazo y la lactancia programa a la descendencia a presentar incremento en la
motivacion por recompensas naturales. Inicialmente, identificamos que las madres (FO)
control muestran mayor motivacién para la obtencién de la recompensa caldrica que
las madres programadas con dieta de cafeteria. Contemplamos que esta conducta es
posiblemente relacionada con el alto valor recompensante de la dieta caldrica respecto
al estimulo de la recompensa durante la prueba de Skinner. Este comportamiento
correlaciona con reportes previos en donde se demuestra que sujetos sin exposicion
previa a dieta de cafeteria, muestran mayor consumo de alimentos hipercaldricos (Ong
& Muhlhausler, 2011). De interés, identificamos que a nivel poblacional el efecto de
la programacion fetal sobre la conducta motivante en la descendencia no parece tener
diferencias significativas respecto al control, sin embargo, promueve la ubicacién de 2

poblaciones de sujetos conductualmente diferentes. En este sentido, nuestro estudio
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demuestra que la programacion fetal incrementa el nimero total de sujetos con
incremento en la motivacion, a los que clasificamos como “adictos”, respecto a los
sujetos con baja motivacion, “no adictos”. Los resultados de este trabajo reafirman la
propuesta que la programacidn fetal por dieta hipercaldrica en los padres favorece el
comportamiento motivante hacia la obtencion de recompensas con alto valor calérico

en la descendencia (Claycombe et al., 2015; Edlow, 2017),

Una de las propuestas que trata de explicar los efectos de la programacion fetal
en la conducta y metabolismo de la descendencia sugiere que durante este estado se
promueve la activaciéon de mecanismos epigenéticos. La epigenética coordina la
interaccion de factores externos y la integracion de estos para promover una respuesta
a lo largo de la vida del organismo e inclusive puede transmitirse a la descendencia.
Durante la programacién fetal, la epigenética contribuye a modular estados del
desarrollo temprano que se acentiian y consolidan en la etapa adulta (Honegger & de
Bivort, 2018). En el contexto de programacion fetal de la conducta, se concibe que los
mecanismos epigenéticos pueden ser un mecanismo molecular clave de los cambios
duraderos en la plasticidad cerebral relacionada con la motivacién-adiccién. Sin
embargo, no estd del todo claro qué tipo de alteraciones epigenéticas pudieran estar
vinculadas a la motivacion para el consumo de alimento caldrico, aunque en este
contexto se conocen mds especificamente las relacionadas con los efectos de la cocaina.
Por ejemplo, entre las alteraciones epigenéticas mds estudiadas en el contexto de
adiccion se encuentran la modificacion de histonas y los cambios de metilacion del
ADN (Aagaard-Tillery et al., 2008; Cheray & Joseph, 2018; Masuyama & Hiramatsu,
2012; Urdinguio, Sanchez-Mut, & Esteller, 2009; Vaiserman & Koliada, 2017; Walker
& Nestler, 2018).

Para identificar el papel de la regulacion epigenética como un modulador activo
en el desarrollo del fenotipo adictivo, empleamos un sistema in vitro para demostrar si
la regulacién del metiloma y/o acetiloma modula el perfil inflamatorio de la microglia.
En nuestro estudio empleamos dos estrategias moleculares de activacion inflamatoria,
la incubacién con LPS y con acido palmitico (Fessler et al., 2009; N. Hu & Zhang,

2017). Los resultados indican que la estimulacion con LPS o acido palmitico favorece
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el incremento de expresiéon de IL-6, IL-1PB, IL-la e IFIT1 quienes exacerban su
expresion posterior a la estimulaciéon con AZA. Similar a nuestros resultados, AZA
aumenta significativamente la expresion de IL-6 e IL-8 en células de pulpa dental
humana estimuladas con LPS (Mo, Li, Cai, Zhan, & Xu, 2019). Ademas, la
estimulaciéon con LPS durante 3 h en células polimorfonucleares, induce la
desmetilacion del gen IL-6 en los sitios CpG ubicados a - 302 y —264, y del gen sitio
CpG TNF-a en la posicién -371 (Shen et al., 2016).

En principio, aunque con reserva de confirmarse experimentalmente,
proponemos que la modulacién de la expresion de los genes de IL-6, IL-1P, IL-1a ¢
IFIT1 identificada en nuestro modelo celular, pudiera estar relaciona a la modulacién
del metiloma en los sitios CpGs, que, en su mayoria, pero no unicos, se han identificado
en la region del promotor de cada gen. En este sentido, la induccion de la metilacion
génica utilizando 100 pmol/l SAM en macréfagos decrece la expresion de TNF-a y
favorece la IL-10, posterior a la estimulacion LPS (Pfalzer et al., 2014). Esto
correlaciona con un incremento del 7% de la metilacién global del ADN que regula
765 regiones metiladas diferencialmente asociadas con 918 genes (Pfalzer et al., 2014).
En nuestro trabajo, desconocemos el porcentaje de metilacion del DNA inducido por
la estimulacién de SAM en la linea celular de microglia a concentracién de 250 pmol/l,
sin embargo, contemplamos la metilacion de multiples sitios CpGs, y que no
necesariamente involucren a los genes de interés, sino a blancos que regulen negativa
o positivamente la expresion génica de nuestros candidatos. Adicionalmente, existe
evidencia de que la metilacién no s6lo modula la expresién génica a nivel de sitios
CpGs, sino también se ha identificado a nivel de proteinas, utilizando tecnologia de
pirosecuenciacion de bisulfito para determinar los niveles de metilacién de cinco CpG
(CpG1-5) en el promotor BDNF. Se encontraron asociaciones significativas entre la
metilacion de CpGS5 y los fenotipos adictivos que incluyen tension-ansiedad, ira-
hostilidad, fatiga-inercia y depresidon-deserciéon. Ademads, el ensayo de luciferasa
mostré que el fragmento de ADN del promotor BDNF jugé un papel clave en la

regulacion de la expresion génica.(Xu et al., 2016)
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Por su parte, ain no estd del todo claro el efecto de la modulacién de la
acetilacion del DNA/histonas empleando estrategias farmacoldgicas y su papel en la
activacién transcripcional del perfil inflamatorio en microglia. Recientemente, se
demostré que la reduccién de la HDAC2 decrece la expresion de IL-6 y TNF-a en
microglia posterior a la estimulacién con LPS (Jiao et al.,, 2018). Ademds, la
estimulacién de células BV2 con el inhibidor de la HDAC2, CAY 10683, decrece los
niveles de expresion de TNF-a e IL-1p sensible a LPS, e inclusive estos efectos
decrecen la neuroinflamacién de ratones (Jiao et al., 2018). Estos reportes contrastan
con nuestros resultados en donde identificamos que la inhibicién de la HDAC por
SAHA favorece eficientemente la expresion de las citocinas IL-1P, IL-10.y TNFa. Una
probable explicacion a este efecto es el uso de lineas celulares diferentes,

concentraciones, y empleo de inhibidores de las HDACs no especificos.

El mecanismo por el cual los dcidos grasos saturados de cadena larga
desencadenan la inflamacién sigue siendo polémico, sin embargo, los niveles de
expresion de las citocinas muestran un patron de expresion similar al inducido por LPS,
sugiriendo que el efecto de los moduladores epigenéticos bien pudiera involucrar la via
TLR4. Evidencia experimental ha demostrado la contribucién de la neuroinflamacion
en el desarrollo de patologias y trastornos del comportamiento, que incluyen la adiccién
a drogas (Harricharan, Abboussi, & Daniels, 2017; Kohno et al., 2019). En estudios
previos del laboratorio identificamos por la tecnologia de microarreglos de expresion
que la region del NAc de sujetos con conducta motivante presentan un incremento en
el gen IFIT1, el cual se activa corriente abajo de la via del interferén alfa. En este
contexto hipotetizamos que la programacion fetal por dieta de cafeteria podria
potencialmente modular mecanismos epigenéticos que favorezcan la activacion de la
via de interferén alfa en el NAc de la descendencia y favorezcan el desarrollo de
adiccion. Nuestros resultados in vitro comprueban que la probable desmetilaciéon del
ADN posterior a la estimulacion con 5-AZA en cultivo de microglia, incrementa de
manera notable la expresion de IFIT1, sugiriendo que la modulacién de su promotor se
favorece por el decremento en metilacion. Con base en esta informacién, empleamos
una dieta con donadores de grupos metilo con la finalidad de silenciar a la via IFIT1 y

genes potencialmente involucrados en el desarrollo de neuroinflamacion, tales como
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citocinas proinflamatorias secretadas por la microglia como IL-10, IL-1a, TNFa, IL-
6. En un estudio reciente, se identificd que la administracién de betaina a ratones redujo
la expresion hepdtica de las citocinas proinflamatorias TNFa e IL-6 e incremento de la
citocina antiinflamatoria IL-10 (Veskovic et al., 2019). De manera notable, nuestros
resultados indican que la metilaciéon del DNA o histonas decrece el comportamiento

similar a la adiccion en la descendencia de sujetos expuestos a programacion fetal.

Estudios adicionales han demostrado que la exposicion a dieta de donadores de
metilo a padres promueve déficits en el aprendizaje y de memoria y alteracién de la
plasticidad sindptica del hipocampo Mat2a (Ryan et al., 2018). Adicionalmente, se
demostré que una dieta deficiente en metilo (folato, metionina y colina) durante el
periodo juvenil aumenta el comportamiento similar a la ansiedad y la memoria del
miedo, acompafiada de alteracion en la expresion de genes como disminucién en el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y sus metilaciones en el
hipocampo (Sahara et al., 2019; Y. Wang, Surzenko, Friday, & Zeisel, 2016).
Adicionalmente, la promocion del metiloma también modula mecanismos moleculares
que controlan el metabolismo y peso corporal. Por ejemplo, la suplementacion de la
dieta materna con donantes de metilo restaura el aumento de peso y promueve una
mayor preferencia a la ingesta de comida grasa en animales expuestos a dieta caldrica
(Carlin, George, & Reyes, 2013). Ademds, estos efectos se correlacionan con la
disminucion en la expresion del receptor de opioides en el NAc genes del SNC como
el transportador de dopamina e hipometilacién global en la corteza prefrontal (Carlin
et al., 2013). De interés, se ha reportado que la programacion fetal por dieta alta en
grasa promueve la hipometilacion del ADN global en el circuito de recompensa de la
descendencia (Carlin et al., 2013; Skinner et al., 2011). El decremento en la metilacion
del ADN global también se observa en respuesta a la programacion por exposicion
ambiental a toxinas en etapas tempranas de vida (Baccarelli & Bollati, 2009), a la
restriccion de nutrientes en ttero o la exposicion prenatal a la cocaina (Novikova et al.,
2008). De interés, el perfil de hipometilacion en la PFC se revirtié tanto en hombres
como en mujeres cuando la dieta materna se complementé con donantes de metilo

(Carlin et al., 2013).
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En su conjunto, nuestro trabajo contribuye a caracterizar el efecto de la
programacion fetal por nutrientes en el desarrollo de conductas motivantes. Con base
en los experimentos in vivo, proponemos que la programacién nutricional materna
induce cambios en el metiloma de genes vinculados a la conducta motivante en la
descendencia. Con base en nuestros experimentos in vitro € in vivo, también
proponemos que el metiloma favorece la expresion de la via IFIT1 en el NAc de la

descendencia.

84



CAPITULO Y
9 Conclusiones

En condiciones de estimulacion con LPS y dcido palmitico, la expresion de IL-
6 y IL-1pB, se modula por metilacién y acetilacidn, respectivamente.

La hipometilacién modula positivamente la expresion de IFIT posterior a la
estimulacién con LPS y dcido palmitico.

La dieta de cafeteria incrementa la susceptibilidad de la descendencia a
presentar un fenotipo similar a la adiccidn.

La dieta de cafeteria suplementada con donadores de metilo disminuye la

motivacion de la descendencia a presentar comportamiento adictivo
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