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1. Resumen

La obesidad es una enfermedad crénica; dicha condicién se ha convertido a lo largo
del tiempo en un problema de salud publica a nivel mundial y en particular en
México, exponiendo de esta manera a las mujeres en edad reproductiva. La
obesidad materna (MO, de sus siglas en inglés) se relaciona con diferentes
alteraciones en el desarrollo embrionario, asi como con riesgos maternos. La
hipotesis de Barker habla de la "programacion” en la vida temprana (periodo fetal),
lo que lleva al desarrollo de enfermedades en la edad adulta. Existen modelos
animales de obesidad materna en roedores generada por una dieta alta en grasas
(HFD, del inglés High Fat Diet) en el embarazo, donde se ha demostrado que las
crias son mas grandes, con niveles elevados de glucosa y mayor contenido de
lipidos hepaticos al momento del destete. Se ha descrito también en estudios
epidemioldgicos, que la MO tiene repercusiones en el sistema inmune, como la
generacion de asma. A nivel molecular, estos cambios “programados” quiza reflejen
la alteracidon de la expresion de los genes in Utero de acuerdo con la disponibilidad
de nutrientes, que actua directamente en la célula o por medio de sefales
hormonales. La transmision de los efectos de programacion fetal es parte de la
herencia epigenética, que puede ser de la linea materna, paterna o ambos. Cabe
mencionar que epigenéticamente existen diversas modificaciones post-
traduccionales, una de ellas es la metilacién; dicha modificacion se puede llevar a
cabo en residuos de aminoacidos de histonas, donde una hipermetilacion puede
llevar a un silenciamiento, por ejemplo, la trimetilacion en la lisina 27 de la histona
H3 (H3K27me3) o activacion, en el caso de la trimetilacién de la lisina 4 de la
histona H3 (H3K4me3) de genes. Dado que la muerte celular programada juega un
papel importante en el desarrollo del sistema inmune (principalmente en timo), las
repercusiones inmunoldgicas descritas en la progenie de individuos con MO pueden
ser efecto, entre otros factores, de una alteracion en los niveles de apoptosis, que a
su vez, podria ser debida a cambios en la expresion de genes dados por elementos
epigenéticos.

Por lo que en este trabajo, se evaluaron los niveles de apoptosis (a través del
marcador Caspasa 3 activa) y regulacién epigenética (niveles de trimetilacion de
lisina 4 de la histona H3, H3K4me3) en el timo de las crias adultas (130 PND) de
ratas Wistar con MO y de ratas control (Ctrl), mediante Western blot.

Se tuvieron dos grupos estudio (Rata Wistar): Grupo control (Ctrl), que consistié en
madres con dieta control y grupo Obesidad Materna (MO), que consistié en madres
con dieta obesogénica pre-gestacional y lactancia. Se estudid a la progenie de los
dos grupos en edad adulta (130 PND): Ctrl (n=5) y MO (n=6) de distintas camadas.
En primer lugar se realiz6 el homogenizado del timo en buffer de lisis de proteinas
totales y se aisl6 el botdn celular que corresponde a las proteinas nucleares. Se
analizaron las muestras mediante electroforesis de proteinas en gel de
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poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) y se identificaron las proteinas de
interés (expresion de la caspasa ejecutora de la apoptosis, caspasa 3 activa,;
regulacion epigenética determinando los niveles de trimetilacion la lisina 4 de la
histona H3 (H3K4me3)), por Western blot. El analisis semicuantitativo de la
expresion de proteinas se llevd a cabo mediante densitometria y prueba t de
Student (Kruskal Wallis). Obteniendo que el analisis de expresion de caspasa 3 en
el timo de la progenie del grupo MO arrojé una diferencia significativa (4.33 veces
mayor) en comparacion con el grupo Ctrl, lo cual indica que hay un aumento de la
apoptosis en el grupo de obesidad materna. En cuanto a los niveles de la
H3K4me3, hubo una diferencia significativa (0.68 veces menor) con respecto al
grupo Ctrl, lo que sugiere una desregulacion de la transcripcion activa de genes
debido a la MO. En conclusién, Los resultados obtenidos sugieren que la MO de la
hipotesis de Barker involucra cambios epigenéticos en timocitos en la descendencia
en edad adulta, asi como niveles de apoptosis aumentados, procesos que tendrian
consecuencias en el sistema inmune adaptativo. Estos resultados sugieren que la
MO podria estar involucrada en una seleccion negativa de timocitos alterada, o bien,
en la involucién timica temprana en la progenie. Sin embargo, ain no se sabe si
estos cambios también se ven reflejados desde edades tempranas o bien hasta la
edad adulta y la senescencia.

2. Antecedentes

2.1 Obesidad

La obesidad es una enfermedad cronica; es considerada un desequilibrio entre el
consumo y gasto de energia, cuando existe un ingreso energético (IE) mayor que el
gasto o consumo energético total (CET) y que es almacenado en el tejido adiposo
en forma de lipidos, triacilglicéridos (TAG), (aumento de grasa corporal) (Gonzélez,
2013; y Varela, 2013). Esto lleva a un aumento en los riesgos para la salud (Moreno,
2012), principalmente por el desarrollo de Diabetes mellitus, hipertension arterial,
aterosclerosis y dislipidemias (Gonzalez, 2013). Dicha condicién se ha convertido a
lo largo del tiempo en un problema de salud publica en México, exponiendo de esta
manera a las mujeres en edad reproductiva.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), clasifica la obesidad como una
pandemia, donde el 13% de la poblacion adulta mundial es obesa, y de ese
porcentaje, el 11% son hombres y el 15% mujeres, por lo que el género con mayor
susceptibilidad es la mujer (OMS, 2018). Siete de cada diez mexicanos sufren
sobrepeso, y tres de esos siete tiene obesidad. Con base en la antropometria, un
indice de masa corporal (IMC) de 25 a 29 kg/m?, indica sobrepeso; mientras un IMC
de 30 kg/m? o mas indica obesidad (OMS, 2016). El IMC corresponde a la relacién
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entre el peso expresado en kilos y el cuadrado de la altura, expresada en metros
(OMS, 2016; Norma Oficial Mexicana NOM-043-SSA2-2012) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad segin la OMS y la NOM-043-SSA2-2012.

Clasificacion IMC (kg/m?) Riesgo Asociado a la salud
Normo Peso 18.5-24.9 Promedio

Exceso de Peso =25

Sobrepeso o Pre Obeso 25-299 AUMENTADO

Obesidad Grado | o moderada 30 - 34.9 AUMENTO MODERADO
Obesidad Grado Il o severa 35-39.9 AUMENTO SEVERO
Obesidad Grado Ill o morbida =40 AUMENTO MUY SEVERO

Tomada de Moreno, G. (2012).

En México segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2016),
alrededor de 70% (66.7% en varones y 71.9% en mujeres) de la poblacion mexicana
adulta padece sobrepeso u obesidad.

Dependiendo de su origen, la obesidad se clasifica en exdgena o enddgena (Rios,
2010). La obesidad enddgena es causada por una serie de trastornos metabdlicos
y/o enddcrinos, asi como de factores genéticos, epigenéticos y fisioldgicos; mientras
gue la obesidad exdégena esta dada por habitos alimenticios y actividad fisica en
desequilibrio, aunque también participan una serie de factores ambientales y
sociales (factores economicos, tecnologicos, culturales y politicos) (Rivera,
Hernandez, Aguilar, Vadillo, et al., 2013). Cabe destacar que puede haber una
interaccién de diversos factores para la susceptibilidad a obesidad.

El incremento de la obesidad se ve impulsado por los cambios en el sistema
alimentario mundial, donde la gran cantidad de alimentos que se consumen son
procesados.

2.1.1 Etiopatogenia de la obesidad

Como se ha mencionado, la principal causa de la obesidad es el desequilibrio
energético; éste se ve afectado por la gran ingesta de grasa, sal, carbohidratos
(CHOs), proteinas y una ingesta pobre en micronutrientes. Al haber un exceso de
estas biomoléculas y no utilizarse por completo la energia que proviene de su
metabolismo, el organismo comienza a transformarla y almacenarla. .
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Ahora bien, cabe mencionar que la glucosa es la principal fuente de energia
inmediata de casi todos los tejidos, y se metaboliza a piruvato mediante glucolisis
para obtener acetil-CoA y dentro del ciclo de Krebs, oxidarse a CO,, H,O vy, por
fosforilacién oxidativa generar Adenosin de trifostato (ATP), la principal molécula de
transferencia de energia. Otro camino que puede seguir la glucosa es la entrada a la
glucogénesis, donde se incorporan unidades repetidas de glucosa para formar
glucogeno en higado y musculo, con el objetivo de almacenar energia para cuando
el organismo lo requiera. Cuando las reservas de glucdgeno son maximas en el
higado, el exceso de glucosa se desvia hacia la sintesis de acidos grasos.

Por otro lado, la principal reserva de energia son los triacilglicéridos (TAG). Estos
provienen de acidos grasos (dieta o B-oxidacion) y glicerol (proveniente de CHOs
por la via de las pentosas o acetil-CoA), mediante un proceso de lipogénesis.

Asimismo, el metabolismo de las proteinas conlleva a su desaminacion, generando
urea y esqueletos de carbono, que se oxidan a CO, nuevamente por el ciclo de
Krebs, para generar ATP, y/o sintetizar acidos grasos (Si ho se consume esa
energia), o bien, participar en la gluconeogénesis (Nelson, Lehninger y Cox, 2013).

Estos mecanismos de reserva de energia no consumida generan el aumento
progresivo de peso y grasa corporal causantes de la obesidad.

Actualmente, el aumento de personas con sobrepeso y obesidad se debe en parte a
la poca actividad fisica debido al sedentarismo, provocado por las actividades
laborales, el transporte, y la gran variedad de establecimientos con comida rapida.

Siendo wuna enfermedad multifactorial (genética, ambiente, metabolismo,
endocrinologia), se conoce que soélo del 2 al 3% de obesos, tienen alguna
enfermedad endocrinolégica, como hipotiroidismo, sindrome de Cushing,
hipogonadismo y lesiones hipotaldmicas asociadas a hiperfagia (Moreno, 2012),
donde se pueden ver afectadas las hormonas implicadas en la sensacion de
saciedad (leptina, grelina, insulina, etc).

Estudios epidemiolégicos han encontrado diversos factores relacionados al
sobrepeso y a la obesidad (Tabla 2).
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Tabla 2. Factores epidemioldgicos asociados al exceso de peso.

Demograficos  Socioculturales Bioldgicos Conductuales Actividad Fisica
>Edad < Nivel educacional > Paridad < Ingesta alimentaria Sedentarismo
Sexo femenino < Ingreso econémico Tabaquismo

Raza Ingesta de alcohol

Tomada de Moreno, G. (2012).

Ahora bien, se ha llegado a pensar que la microbiota intestinal influye en el
desarrollo de la obesidad, ya que un desequilibrio en su composicion, llega a
asociarse con resistencia a la insulina asi como al aumento de peso corporal
(Gonzélez, 2013). Sato, et al., (2008), comprob6 que Lactobacillus gasseri en leche,
disminuye el tamafio de los adipocitos, y reduce los niveles de leptina en suero.

Considerando los factores genéticos y epigenéticos, se ha propuesto que desde
etapas tempranas (fetal), se tiene una programacion hormonal, psicoldgica y fisica
qgue predispone a esta condicion (Gonzalez, 2013). Hasta el momento se han
encontrado genes considerados como posibles inductores de obesidad, esto debido
a polimorfismos (Doo, Kim, 2011).

2.1.2 Fisiopatogenia de la obesidad

La obesidad, debe entenderse como una enfermedad cronica multifactorial, con una
alteracion funcional del tejido adiposo. La principal célula del tejido adiposo es el
adipocito, que cumple la funcién de almacenar energia en forma de TAG en sus
cuerpos lipidicos; sin embargo, en él, se encuentran células del sistema inmune,
como, macréfagos (M), linfocitos T, ademas de fibroblastos, preadipocitos, etc.
(Suéarez, Sanchez y Gonzalez, 2017).

El adipocito, ademas de tener la funcién de reserva energética, tiene funcion
enddcrina, ya que secreta adipocinas (citocinas) que se ven implicadas en procesos
proinflamatorios (factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucinas (IL-6), resistina),
antiinflamatorios (adiponectina), y homeostasis metabolica (leptina) (Oliveira,
Meneguz, Aguiar y Barreto, 2011; Suarez, Sanchez y Gonzalez, 2017), donde
algunas de éstas moléculas se ven relacionadas en la regulacion de la saciedad.
(Figura 1).
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Grelina

Figura 1. Regulacién de saciedad.

La grelina, es una hormona secretada por células enteroendécrinas (fundus gastrico), que llega al
hipotdlamo dando una sefial orexigénica. Leptina, insulina y resistina, aumentan sus
concentraciones, regulando la secrecion de grelina, favoreciendo un estado de saciedad.

Una dieta alta en grasa (HFD, por sus siglas en inglés High Fat Diet), hace que los
preadipocitos comiencen a proliferar a nivel visceral; cuando el adipocito llega a su
maxima capacidad (20 veces sus didmetro), éste llega a la hipertrofia, que conlleva
a resistencia a la insulina, hipoxia, estrés intracelular y apoptosis (Suarez, Sanchez
y Gonzalez, 2017; Barrios, Barrios y Vergara, 2013). Asi mismo, las adipocinas
sufren un desequilibrio, ya que al existir un proceso inflamatorio, se produce en
mayor cantidad TNF-a e IL-6, que en conjunto, disminuyen o inhiben la produccién y
secrecion de adiponectina (aumentando la cantidad de TAG) (Figura 2), que se ha
visto relacionada con resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2; a su vez,
existe un aumento de leptina (regula la ingesta de alimento, peso corporal, gasto
energético), debido a que su secrecion es proporcional a la masa de tejido adiposo
(Sanchez, Garcia, Alarcén y Cruz, 2005; Dominguez, 2007) .
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20x diametro
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Adiponectina IL-6
Leptina
Resistina

Figura 2. Alteracion de adipocinas en obesidad.

El adipocito, puede llegar a su maxima capacidad (20 veces su diametro), y consigo llegar a la
hipertofia; esta alteracion lleva a la disminucién en la secrecion de adiponectina, y elevacién en los
niveles de moléculas pro-inflamatorias y hormonas.

La relacién de obesidad con el aumento de leptina, favorece un estado aterogénico,
protrombético y angiogénico, desarrollando de esta manera hipertension,
inflamacion y estrés oxidativo (Oliveira, Meneguz, Aguiar y Barreto, 2011).

Dentro del adipocito, se lleva a cabo un proceso metabdlico, mediante el cual, en un
estado de hipoglucemia, los TAG almacenados en el tejido adiposo son hidrolizados
para obtener acidos grasos que se dirigirAn a musculo esqueleto e higado (obtener
ATP mediante [(-oxidacion), y glicerol que llegara al higado (obtener glucosa
mediante gluconeogénesis); ahora bien, su efecto contrario es la lipogénesis, donde
a partir de acetil-CoA se producen acidos grasos (tejido adiposo e higado) (Nelson,
Lehninger y Cox, 2013).

2.2 Obesidad materna

Las infecciones maternas y la desnutricibn son factores ambientales intrauterinos
gue afectan el desarrollo del feto (Skogen y Overland, 2012), lo que eleva la
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posibilidad de que en la edad adulta se desarrollen diversos desérdenes o
enfermedades, como por ejemplo el aumento en la susceptibilidad a infecciones,
predisposicién para asma, asi como a ciertos tipos de cancer (Wilson y Messaoudi,
2015; Godfrey, Reynolds, Prescott, Nyirenda, et al., 2017).

La obesidad materna (MO, de sus siglas en inglés), se ha convertido en un
problema de salud publica. Se relaciona con diferentes alteraciones en el desarrollo
embriofetal, asi como con riesgos maternos (diabetes, preeclampsia, cesarea,
mortalidad materna) (Farias, 2015), por lo que se considera de alto riesgo. Hasta el
momento se conoce que esta condicion tiene repercusiones en la descendencia,
considerando un riesgo muy alto de padecer defectos congénitos, defecto del tubo
neural, gran incidencia de macrosomia (tamafio excesivo), enfermedades
metabdlicas, diabetes, mortalidad fetal, susceptibilidad a obesidad en etapas como
en la adolescencia y edad adulta (Satpathy, Fleming, Frey, Barsoom, et al., 2008).

Esta condicién induce un deterioro de las funciones corporales de la madre,
afectando principalmente a los aparatos cardiovascular, 6seo, reproductivo y
digestivo (Oviedo, Marcano, Morén y Solano, 2007). Las investigaciones cientificas,
han podido demostrar que la salud esta relacionada con la calidad de vida desde el
ambiente perinatal, y que esto puede programar la predisposicion a distintas
patologias.

2.2.1 Hipotesis de reprogramacion fetal

La hipétesis de Barker postula que la "programacion” en la vida temprana es el
origen perinatal de la salud y la enfermedad (DOHaD, de sus siglas en inglés,
Developmental Origin of Health and Disease). Propone que una programacion
fisiolégica y metabdlica en una ventana de tiempo critica, como lo es la gestacion y
la lactancia, lleva al desarrollo de enfermedades en la edad adulta (Mandy, 2018),
debido a alteraciones metabdlicas, desde nutrientes y hormonas como las
adipocinas (leptina, adiponectina, prostaglandinas (PGl,, PGF,q)) (Barrios, Barrios y
Vergara, 2013), hasta mediadores inflamatorios como IL-6, IL-13, TNF-a (Farias y
Oyarzun, 2012). Por ejemplo se ha observado un aumento en la concentracion de
citocinas pro-inflamatorias, es por esto que el desarrollo fetal depende del ambiente
intrauterino y de la alimentacion de la madre (Segovia, Vickers, y Reynolds, 2017).

La programacion fetal se ha definido hasta el momento como un proceso de
adaptacion por el cual factores ambientales y nutricionales alteran el desarrollo
durante el periodo de crecimiento perinatal, llevando a cambios metabdlicos
posnatales y la susceptibilidad a desarrollar enfermedades crénicas en la edad
adulta (Barrera y Fernandez, 2015).
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Existe evidencia de que un ambiente obesogénico intrauterino favorece el desarrollo
de adiposidad en los bebés, por lo que incrementa la probabilidad de que al nacer
tengan un tamafio mayor para su edad gestacional y que estén mas propensos a
presentar sobrepeso u obesidad a lo largo de su vida.

La transmision fenotipica por herencia epigenética muestra que el ambiente
intrauterino generado por la madre (FO), programa no solo al feto (F1), sino, también
a sus células germinales (F2), por lo que estos cambios fenotipicos pasan de
generacion en generacion (Vickers, 2014) (Figura 3).

Environmental effects

\ll e.g. maternal obesity, stress

Fo (mother) ¢==aa

Fy (fetus) w_

S

Germcells quao_

-

F, generation

Figura 3. Efectos del ambiente transmitidos transgeneracionalmente.

Un ambiente materno adverso (FO0), afecta no solo el desarrollo del feto (F1) sino que también puede
llegar a afectar a las células germinales que formaran a la generacidon F2. Tomada de (Vickers,
2014).

Por otra parte, la condicién contraria a la MO es la desnutricion, donde Barker
sugiri6 que dicha condicién en distintos trimestres de embarazo, tendria un efecto
diferente en el peso al nacimiento y las enfermedades a desarrollarse en la edad
adulta; las madres que se encuentran en esa condicion, tienen gestantes que
modifican su metabolismo para aprovechar y almacenar de manera mas eficiente la
energia y los nutrientes disponibles (Rivera, Hernandez, Aguilar, Vadillo, et al.,
2013).

Algunos modelos animales han ayudado para conocer los principios fundamentales
de la programacion en el desarrollo fetal (Tabla 3). Entre ellos estan los siguientes:
1) existe una programaciéon que puede tener efectos permanentes y como
consecuencia modificar la susceptibilidad a enfermedades y generar cambios
morfologicos y estructurales en organos; 2) el desarrollo fetal depende de diversas
actividades (alimentacion, farmacos, drogas, enfermedades maternas) y 3) la
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programacion pasa de generacion en generacion y es distinta en hombres y mujeres
(Nathanielsz, 2006).

Tabla 3. Principios de la programacién del desarrollo

Durante el desarrollo, hay periodos criticos de vulnerabilidad a las
condiciones no oOptimas (disminucion de O,, suministro de nutrientes,
exposicién hormonal). Los periodos vulnerables ocurren en diferentes
momentos para diferentes tejidos, siendo las células que se dividen

1 rapidamente las que estan en mayor riesgo. Los factores que aumentan el

riesgo incluyen:

o [Exceso o deficiencia de una sustancia enddégena (Hormonas,
nutrientes o vitaminas);
o Productos exégenos anormales (alcohol o nicotina); y

o Condiciones fisioldgicas atipicas (presion arterial alta).

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

enfermedades.

El desarrollo fetal depende de la actividad. El desarrollo normal del
3 organo, depende de la actividad normal continua de dicho érgano. Cada fase
de desarrollo proporciona las condiciones requeridas para el desarrollo

posterior.
La programacién involucra varios cambios estructurales en
organos importantes:

o El nimero absoluto de células en el 6rgano puede aumentar o

disminuir;
4 o Las proporciones relativas y la distribucion de diferentes tipos

de células dentro del érgano pueden estar desequilibradas;

o El suministro normal de sangre al érgano puede alterarse; y

o El exceso o deficiencia de receptores hormonales pueden
presentarse como consecuencia de mecanismos de control,
como la retroalimentacion hormonal (positiva o negativa)

La placenta juega un papel clave en la programacion fetal ya que

secreta de manera exacerbada citocinas pro-inflamatorias, glucosa, lipidos y
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aminodcidos, exponiendo al feto a este medio ambiente alterado.

La compensacion fetal tiene un precio. En un entorno desfavorable
(nutricio, estrés, etc.), el bebé en desarrollo intenta compensar las
deficiencias. Después de la compensacion, el peso al nacer puede ser
normal o solo ligeramente reducido. Sin embargo, el esfuerzo compensatorio
tiene un precio (mayor supervivencia celular en o6rganos “preservados,

disminuciéon de masa muscular, etc.).

Los intentos realizados después del nacimiento para revertir las

7 consecuencias de la programacion pueden tener sus propias
consecuencias no deseadas. Cuando las condiciones postnatales son
diferentes de aquellas para las cuales el feto se prepard, pueden surgir

problemas.

Los mecanismos celulares fetales a menudo difieren de los
8 procesos adultos. Los fetos reaccionan de manera diferente a las

condiciones no 6ptimas que los bebés recién nacidos o adultos.

9 Los efectos de la programacidon pueden pasar de una generacién
a otra por mecanismos que no necesariamente implican cambios en los

genes.

10 La programaciébn a menudo tiene diferentes efectos en hombres vy
mujeres.

Tomada de Nathanielsz, P. (2006).

2.2.2 Efecto de MO sobre la progenie de la rata

A lo largo de los afios, los modelos animales han contribuido al entendimiento de
diversos procesos fisiologicos, como el equilibrio energético. Asi mismo, dentro del
concepto de obesidad, han ayudado al estudio de sus bases fisioldgicas y
genéticas.

Uno de los descubrimientos en modelos animales que dio pie a investigaciones
sobre obesidad, fue el descubrimiento de la leptina (Zhang, Proenca, Maffei,
Barone, et al., 1994), hormona codificada por el gen ob, producida en el tejido
adiposo. Su receptor se encuentra en el hipotalamo y tiene la funcién de regular la
sintesis y degradacion de lipidos, participa en la ingesta de alimentos por medio de
la sefial de saciedad, asi como en el aumento de CET (gasto energético total)
(Rosado, Monteiro, Chaia y Do Lago, 2006). Asi mismo, algunos modelos animales
de obesidad han contribuido para la realizacion de estudios sobre los efectos
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ambientales a nivel molecular, como la epigenética (Speakman, Hambly, Mitchell, y
Krol, 2008).

Existen modelos animales de obesidad materna en roedores, donde se ha
demostrado el efecto de la programacion fetal en la progenie (Zambrano y
Nathanielsz, 2013). Sin embargo, de los mecanismos subyacentes se conocen
poco.

La dieta alta en grasa (HFD), es un modelo coman implementado con éxito en el
embarazo; las crias de estas ratas son mas grandes, con niveles elevados de
glucosa y mayor contenido de lipidos hepaticos al momento del destete (Bautista,
Martinez y Zambrano, 2009). En un modelo similar (ratones), la MO se asoci6 a un
comportamiento hiperfagico, reduccion en la locomocién, aumento de la adiposidad,
higado graso y resistencia a la insulina en las crias a los 3y 6 meses de edad.

A la fecha no estan completamente definidos los mediadores moleculares y/o las
vias de sefializacion de la madre que participan en la programacion del fenotipo
metabdlico de sus crias en desarrollo. Se ha reportado que pueden estar implicados
mediadores hormonales metabdlicos (insulina, leptina, resistina, etc.), nutrientes
(glucosa, acidos grasos, TAG, etc.) y citocinas inflamatorias (IL, TNF-a), etc.
(Almanza, Blancas, Garcia, Alarcon, et al., 2008).

Por otro lado, los niveles de leptina en sangre podrian estar implicados en la
programacion de obesidad. Se ha observado que ésta aumenta en los hijos de
mujeres con obesidad o diabetes gestacional y se encuentra reducida en aquellos
con restriccion del crecimiento intrauterino. Ademas, algunas citocinas inflamatorias
se encuentran elevadas en la MO y se han postulado como mediadores potenciales
de la programacion metabdlica; sin embargo, la informacion adn es escasa (Farias,
2015).

Diversas investigaciones han demostrado que la dieta materna HFD en ratones se
asocia a un aumento de tamafo corporal y poca sensibilidad a la insulina, que
persiste en la generacion F2 a través de los linajes maternos y paternos (Dunn y
Bale, 2009). En otro trabajo, se encontré que la MO se asocia a la presencia de un
depdsito hepatico, con una cantidad aumentada de lipidos y glucégeno, ademas de
algunos marcadores de estrés del reticulo endoplasmico (RE) (que lleva a apoptosis
celular), e intolerancia a la glucosa, principalmente en los machos adultos
evaluados a los 120 dias postnatales (Farias, 2015).

Ahora bien, se ha estudiado en la progenie macho de ratas cepa Sprague Dawley,
con una HFD, cambios en su sistema reproductor, con una capacidad reproductiva
comprometida, asi como una predisposicién a un aumento de peso a lo largo de su
vida (Blanco, 2018). En la rata Wistar, se ha llegado a demostrar que la obesidad
tiene un efecto negativo en sus aparatos cardiaco, reproductivo y digestivo (Tejada,
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2017); asi como obesidad visceral, esteatosis hepatica e hipercolesterolemia en la
progenie adulta (Dos Santos, Dos, Santos, Dos Santos, Matos, et. al, 2015).

En ratas Zucker obesas, se demostré que los cardiomiocitos presentan un aumento
considerable de proteinas pro-apoptéticas, de la familia Bcl-2 (proto-oncogen del
linfoma de los linfocitos B). Asi mismo, el corazén de ratas obesas presenta un
incremento de Citocromo C (Cit-c) citosoélico, ademas de niveles altos de caspasas
(C), como C9 y C3 activa (Lu, Tzang, Kuo, Wu, et. al, 2007). Se sabe que la
sobrenutricibn materna produce alteraciones en la programacion fetal, ya que el
nuevo organismo esta expuesto a un gran estrés oxidativo (Blanco, 2018).

2.3 Sistema inmune y MO

El sistema inmune lleva a cabo diversas funciones, como reconocer, contener y si
es posible, eliminar alguna infeccion, regular la respuesta inmune, y generar
memoria para posteriores infecciones (Murphy, Travers y Walport, 2009).

La inmunidad innata, es la primera linea de defensa del hospedero ante
microorganismos. Su importancia radica en la prevencion de infecciones y
eliminacién de agentes extrafios; dentro de este tipo de respuesta, se encuentran
distintos componentes, entre ellos, barreras mecanicas: piel, epitelio respiratorio,
epitelio digestivo; quimicas: acidos grasos, enzimas, pH; microbiologicas:
microbiota, péptidos antibidticos (defensinas), células efectoras (neutrofilos,
monocitos, Mg; proteinas efectoras: sistema complemento, proteina C reactiva
(Abbas, Lichtman y Pillai, 2015).

El complemento, es un sistema que modifica la membrana de los patégenos,
mediante tres funciones principales: amplificacion (inflamacion), opsonizacion vy lisis;
Su activacion se da por tres distintas vias, la via clasica, depende de Ab que se fijan
a los Ag del microorganismo; la via de lectina, reconoce CHOs y participan
proteinas de fase aguda (IL-6); la via alterna, se activa por el reconocimiento de
endotoxinas. Estas vias, llevan tanto a la formacion del MAC (Complejo de ataque a
la membrana), que ayuda a la lisis bacteriana (gram positivas), o la opsonizacion (lg,
C3b, C4b, 1c3B), y fagocitosis (Murphy, Travers y Walport, 2009).

Los microorganismos patégenos y de la microbiota (principalmente en neonatos) (La
Rosa, Gomez y Sanchez, 2014), liberan sustancias que llevan a la estimulacion y
activacion de la inmunidad innata, y muchas de ellas son compartidas por distintos
agentes, conocidos como PAMPS (patrones moleculares asociados a
microorganismos patdégenos); ahora bien, este sistema, también reconoce
sustancias endogenas liberadas por células dafadas, llamadas DAMP (patrones
moleculares asociados a dafo) (Abbas, Lichtman y Pillai, 2015), que son

24



reconocidas por receptores celulares denominados receptores tipo Toll (TLR)
(Hanamsagar, Hanke y Kielian, 2012).

El sistema inmune adaptativo, también conocido como adquirido o especifico, es
capaz de responder a un gran numero de antigenos (Ag) capaces de evadir la
respuesta inmune innata; sélo se encuentra en vertebrados y su respuesta es tardia
(horas o dias). La respuesta inmune adaptativa es mediada por linfocitos B, T y sus
productos; éstos reconocen y responden a una gran variedad de Ag gracias a sus
receptores Ag-especificos.

Los receptores de los linfocitos T (TCR, T cell receptor) son el resultado de la
recombinacién de segmentos génicos que dan lugar a un gen funcional que se
transcribe y traduce en receptores proteicos, dando asi proteccion de memoria a
moléculas antigénicas especificas, mediante expansion clonal (Abbas, Lichtman y
Pillai, 2015).

La respuesta inmune depende de la actividad de los linfocitos, los cuales se
producen en la médula 6sea gracias a citocinas e IL; asi mismo, viajan en sangre
periférica hacia el 6rgano linfoide en el cual madurardn completamente, o bien, se
transportan en su estado maduro hacia los tejidos del organismo.

Esta respuesta esta dada por dos mecanismos, la respuesta inmunitaria celular y la
respuesta inmunitaria humoral. La respuesta inmunitaria celular es mediada y
realizada por linfocitos T, y constituye la principal defensa ante microorganismos
intracelulares. Dicha respuesta inicia gracias a las células presentadoras de
antigeno (APC), que pueden ser monocitos, macrofagos, linfocitos B, células
dendriticas, o células de Langerhans (M@ epiteliales) (Sanz, Martin, Reyes y Martin,
2013). Estas células transportan al Ag y segregan IL-1 hacia los linfocitos T CD4+
para su activaciéon. La respuesta inmunitaria humoral se basa en la activacion de
linfocitos B, que producen anticuerpos (Ab) contra algin Ag especifico, mientras que
otros linfocitos B se convierten en células de memoria (Saz, 2000). Asi mismo, se
ven implicadas las proteinas del complemento; este tipo de respuesta es la principal
defensa ante infecciones bacterianas (Toche, 2012).

Ambos tipos de respuesta inmune adquirida (humoral y celular) poseen
caracteristicas fundamentales, como, especificidad (capacidad de reconocimiento
especifico de cada Ag por parte de los linfocitos), diversidad (respuesta a una gran
variedad de microorganismos), memoria (amplificacion de la respuesta debido a
diversas reexposiciones, siendo mas eficaz y precoz), especializacion (respuesta
optima a diferentes microorganismos) y no reconocimiento y respuesta hacia lo
propio (Toche, 2012).
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2.3.1 Efecto de MO sobre el sistema inmune

Tanto la MO como el desarrollo de obesidad en el infante se consideran un factor de
riesgo de desarrollar asma. Algunos cambios en la metilacion del DNA de células
mononucleares tienen repercusiones en el sistema inmune, produciendo en
cantidades elevadas IL-2, TNF-a, IL-6 e IL-1B (citocinas inflamatorias), y en
cantidades menores IL-10 e IL-4 (citocinas antiinflamatorias), favoreciendo de esta
manera el desarrollo de este padecimiento (Castro, Krause, Uauy y Casanello,
2016).

2.3.2 Linfocitos T

Los linfocitos son las células mas caracteristicas del sistema inmune adaptativo; su
denominacion “T” se debe a que su maduracion se lleva a cabo en el timo. Son los
encargados de la eliminacion de células infectadas y la produccion de citocinas que
activan a otras células del sistema inmune responsables de coordinar la respuesta
inmune de tipo celular (M@) (Mufidz, Regueiro y Fernandez, 2016), asi como de
cooperar con la produccién de Ab por los linfocitos B.

Los linfocitos expresan receptores complejos en su superficie (receptores de Ag),
los cuales les confieren la capacidad de reconocer distintas moléculas (Ag)
pertenecientes a los agentes infecciosos (Mufiéz, Regueiro y Fernandez, 2016).
Los linfocitos T de cada individuo presentan una propiedad conocida como
restriccibon MHC (Complejo Mayor de Histocompatibilidad), lo que indica que soélo
pueden reconocer un Ag si éste se presenta por una molécula MHC. Asi mismo,
cada linfocito T, tiene en el TCR, una especificidad dual, donde éste reconoce
péptidos y a su vez, moléculas MHC que presenta.

Existen dos tipos de linfocitos T, los cuales se diferencian por la expresion de dos
moléculas de superficie distintas conocidas como Cluster of differentiation (CD),
CD4+ y CD8+, las cuales determinan sus funciones efectoras en la inmunidad
adaptativa.

Los linfocitos Th expresan el CD4+, estas células, llevan a cabo la secrecion de
citocinas que estimulan a los linfocitos B para la produccion de Ab y las actividades
microbicidas por los Mg. Estos tipos de linfocitos reconocen péptidos, que
dependiendo de las citocinas que producen, se subdividen nuevamente en Thl o
Th2. Los linfocitos Thl, secretan IL-2 (llamada T-cell growth factor o TCFG),
Interferon gamma (INF-y), TNF-a, TNF-B y responden ante patégenos intracelulares,
estimulando el crecimiento (expansion clonal) de los linfocitos que reconocen al Ag
en cuestion y proceden a la fagocitosis o bien a la destruccion de la célula infectada
(linfocitos T citotoxicos) (Toche, 2012). Los linfocitos Th2, cooperan en la respuesta
humoral, principalmente para que los linfocitos B segreguen Ab junto con IL-4, IL-5,
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IL-6, IL-10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Gonzélez, Fernandez
y Lorenzo, 2005), ante patdgenos extracelulares y parasitos.

Ahora bien, los linfocitos T citotoxicos expresan el CD8+; éstos llevan a cabo la lisis
celular de aquellas células que presentan Ag extrafios en la superficie de su
membrana y de aquellas células tumorales. Este tipo de linfocitos liberan proteinas
almacenadas en sus granulos, como perforinas, que producen poros en la
membrana celular e inducen la lisis osmotica, y granzima 3, que ingresa a la célula
dafada por poros, e induce la muerte celular por la fragmentacion del DNA
(apoptosis).

Se ha descrito otra subpoblacién de linfocitos T, conocida como linfocitos T
reguladores (Treg), que se caracterizan por expresar de CD4+, CD25+, y la
expresion especifica del factor de transcripcion “Forkhead box P3” (FoxP3)
(Moncrieffe, 2005). Este tipo celular regula la respuesta inmune manteniendo una
homeostasis, y evitando respuestas autoinmunes; su principal funcién, es inhibir a
los linfocitos, mediante la expresion de IL-10, TGF-B y adenosina (la unién a su
receptor A2Ar, induce la produccion de AMPc, donde su acumulacién, conlleva a la
disminucién de IL-2, por lo tanto una baja proliferacién de linfocitos T) (Moncrieffe,
2005; Rueda, Velilla, Rojas y Rugeles, 2012).

Recientemente se ha identificado un subtipo mas de linfocitos T, conocido como
Th1l7 (Thl7) (predominio pro-inflamatorio). Este subtipo celular cumple sus
funciones frente a bacterias extracelulares y hongos, mediante la secrecion de IL-17
(Moran, 2006).

Tabla 4. Linfocitos T colaboradores

Bacterias

Thl intracelulares / virus IL-12 IL-2, IFN-y

Th2 Helmintos IL-4 IL-4, IL-5, IL-13
Bacterias

Th17 extracelulares / TGF-B/IL-6 IL-17, IL-6
hongos

IFN: interferén; IL: interleucina; TGF-B: factor de crecimiento transformante B; Th: linfocito T
colaborador.
Tomada de Serrano, A. (2009).

Los linfocitos T a su vez expresan CD2 y CD3, que son marcadores que los
diferencian de los linfocitos B (Gonzalez, Fernandez y Lorenzo, 2005).
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Diferenciacién y maduracion de linfocitos T

Los leucocitos se producen en la médula ésea roja; provienen de una célula troncal
hematopoyética (CTH) que dara lugar a una célula madre hematopoyética (CMH), la
cual al ser estimulada con factores de crecimiento como IL-1 e IL-6 producird una
célula madre linfoide (CML). Esta célula dara lugar a precursores de linfocitos B y
linfocitos T (linfoblastos), que se diferenciaran por las citocinas que las estimulen

(Figura 4).
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Figura 4. Proceso de linfopoyesis.

En la médula ésea se tiene a la célula madre hematopoyética (CMH), que al ser estimulada por
citocinas (IL-1 e IL-6) se diferencia a célula madre linfoide (CML), nuevamente cuando es estimulada
por IL-1, IL-2, IL-6 e IL-7, da lugar a un pro-timocito. Este, al interaccionar con IL-2 e IL-4, se
desplaza al timo, donde sera ahora un timocito y sufrira un proceso de seleccién, maduracion y
diferenciacion para después por un estimulo antigénico, ser un linfocito T activo en sangre periférica.

La diferenciacion y maduracion de los linfocitos T se lleva a cabo en el timo, que es
un organo linfoide primario. En mamiferos, se localiza en el mediastino superior y
anterior, formado por 2 I6bulos, rodeado por tejido conectivo (que forma la capsula)
donde se encuentran tanto vasos sanguineos como linfaticos, asi como la
inervacién del érgano. Dentro de cada lobulillo se encuentra una gran cantidad de
linfocitos T en sus distintas etapas de maduracion, por lo que a cada una de estas
células se les conoce como timocitos (Chavez, Rojas, Fortoul y Tenorio, 2017).

El timo es el primer 6rgano linfoide que se forma y su crecimiento sigue después del
nacimiento debido a la demanda de linfocitos T maduros. En rata éste 6rgano sigue
creciendo hasta alcanzar la madurez sexual; sin embargo, al pasar el tiempo,
comienza su involucion gradualmente (Pearse, 2006).
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Las células epiteliales corticomedulares del timo contienen una gran diversidad de
células, como linfocitos T, linfocitos B, células plasmaticas y células
neuroendaocrinas, principalmente. Se divide en corteza y médula, separadas por una
zona corticomedular vascular.

Los protimocitos (linfoblastos), migran de la médula ésea y entran al timo a través
de la vasculatura en la union corticomedular y sufren cuatro etapas de maduracion;

ésto mientras pasan de la zona subcapsular a través de la corteza a la médula y
finalmente entran en la circulacién como células T periféricas maduras (Figura 5).

Corteza

Médula

Figura 5. Estructura general de timo.

El timo es un érgano linfoide primario, encargado de la diferenciacién y maduracién de linfocitos T;
tiene dos estructuras importantes que son la corteza y la médula.

Durante la migracion intratimica, los timocitos proliferan y se diferencian; ocurren
cambios en el tamafio celular y la expresion de Ag de diferenciacion y receptores de
IL. EI cambio fenotipico esta acompafiado por el reordenamiento del gen del TCR
(Pearse, 2006). Asi mismo, los timocitos estan expuestos a antigenos propios, a los
cudles, deben de ser tolerantes y en este sentido el regulador transcripcional
autoinmune AIRE juega un papel critico al ser responsable de inducir la expresion
de antigenos propios por las células epiteliales medulares del timo, a nivel de la
seleccion negativa (Anderson, Venanzi, Chen, Berzins, et al., 2005).

El proceso de maduracion de los linfocitos T es complejo y se pueden caracterizar
sobre la base del fenotipo inmunologico de las células. Cuando los timocitos
ingresan a la corteza timica no expresan en su superficie el TCR-CD3, ni sus
correceptores CD4 y CD8 (Ag de diferenciacion). Debido a la ausencia de expresion
de correceptores, estos timocitos son denominados dobles negativos (DN; CD4- /
CD8-) inmaduro. Una vez en la corteza, los timocitos expresan tanto CD4 como CD8
simultdneamente, por lo que se les denomina células dobles positivas (DP; CD4+ /
CD8+). En este estadio de maduracion, el timocito es denominado pro-linfocito T
(esencial para la seleccion positiva) (Chavez, Rojas, Fortoul y Tenorio, 2017).
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Ahora bien, el compromiso del TCR con MHC-I conlleva a la diferenciacion en
precursores de linfocitos T citotoxicos (CD4- / CD8 +); por otra parte, el compromiso
del TCR con MHC-II, lleva a la diferenciacion en precursores de linfocitos Th (CD4+
| CD8-) (estos fenotipos positivos y maduros se encuentran en la médula) (Pearse,
2006) (Figura 6).
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Figura 6. Vision general de la
ontogenia de linfocitos T.
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En el timo también se lleva a cabo la seleccion positiva, donde sélo hay expansion
clonal de linfocitos T capaces de reconocer el Ag propio MHC-I y Il (Pearse, 2006).
Los timocitos DP, llevan a cabo una interaccién con el MHC-I y Il de las células
epiteliales de la corteza timica, con la finalidad de seleccionar aquellas células que
reconozcan el MHC propio con una intensidad correcta. Si esa intensidad es baja o
alta, estos timocitos son eliminados por apoptosis (Chavez, Rojas, Fortoul y Tenorio,
2017).

Seleccion negativa

En la seleccidén negativa, los timocitos en desarrollo, migran hacia el centro del timo
con ayuda del receptor para quimiocina CCR7; los linfocitos DP son expuestos a la
presentacion de MHC-1 y Il, dénde aquellos linfocitos que los reconozcan como
extrafios, seran eliminados por apoptosis (células autorreactivas) (Chavez, Rojas,
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Fortoul y Tenorio, 2017), lo que provoca la eliminacion clonal de células
potencialmente dafiinas.

2.3.3 Apoptosis

La apoptosis (muerte celular programada) es un proceso fisioldgico, genéticamente
controlado, dependiente de energia, encargado de mantener en equilibrio
(homeostasis) las células y tejidos eliminando células transformadas, infectadas y
dafadas. Esta implicado en la embriogénesis, eritropoyesis, homeostasis del
sistema inmunoldgico, etc., mediante estimulos extrinsecos o intrinsecos.

La apoptosis actia de forma contraria a la mitosis, teniendo una relacién importante
con el ciclo celular. Dentro del ciclo celular se llevan a cabo distintas fases: mitosis
(M), fase de crecimiento (G1), sintesis de DNA (S) y fase de crecimiento 2 (G2).
Cuando hay dafio en el DNA, principalmente en el tercio final de la fase G1, se
desencadena la apoptosis con el fin de impedir que células dafiadas sigan el
proceso de sintesis, evitando asi mutaciones (Pérez, Lie, 2012).

El cuerpo humano adulto elimina una gran cantidad de células al dia (10*') mediante
apoptosis (Malet, 2005). Para que una célula entre en apoptosis, es necesario que
deje de recibir sefales de supervivencia (factores de crecimiento: TGF-a, TGF-f3, IL)
y hormonas: eritropoyetina, hormona de crecimiento (GH) y que comience a recibir
sefiales de muerte (Fas, TNF, TRAIL). Este proceso puede surgir por la activacion
de un programa intrinseco (estrés RE, hipoxia, dafio en DNA).

Ambos procesos siguen una serie de acontecimientos ordenados que se diferencian
en tres fases: Fase efectora, fase degradativa y fase de eliminacion.

La fase efectora comprende el compromiso de la célula hacia la muerte, donde hay
un aumento de Ca*" intracelular, activando tanto endonucleasas como caspasas (C),
y provocando un cambio morfolégico en el citoesqueleto. Dentro de la fase
degradativa comienza la degradacion de &cidos nucléicos por endonucleasas y
proteinas activadas por C, asi como la fagocitosis de cuerpos apoptéticos por Me.
Por ultimo, en la fase de eliminacion, los Mg son atraidos por fosfatidilserina (PS),
presente en la superficie de las células apoptoticas, con lo cual fagocitan por
completo los cuerpos apoptéticos (Cascales, 2002) (Figura 7).
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..........

Figura 7. Apoptosis.

Al mandar sefiales de muerte, la apoptosis comienza con la condensacion de la cromatina asi como
de la formacién de ampollas en su membrana, mas tarde los cuerpos apoptéticos comienzan a
aparecer, para asi reclutar a células capaces de fagocitar tanto a los fragmentos apoptéticos como a
la célula.

Caracteristicas morfologicas

La apoptosis es un proceso activo en el cual se ve implicada la sintesis de
proteinas. Dicho proceso lleva consigo una serie de caracteristicas que lo
diferencian de otros tipos de muerte celular (necrosis, paraptosis, catastrofe
mitética, autofagia, necroptosis), como son: rotura del citoesqueleto,
desorganizacion de la envoltura nuclear, condensacion y fragmentacion de la
cromatina (picnosis), formacion de cuerpos apoptoticos, expresion extracelular de
PS, no se presenta un proceso inflamatorio y el contenido celular no es liberado
(Arango, Llanes, Diaz y Faxas, 1997).

Cambios bioquimicos en la apoptosis

Los cambios bioquimicos principales son la activacion de C, la degradacion de
proteinas y DNA, y cambios en la membrana que permiten el reconocimiento por
parte de M.

Al inicio de la apoptosis ocurre la expresion de PS en la monocapa externa de la
membrana celular, permitiendo el reconocimiento temprano de células muertas por
Me, haciendo que no sean liberados los componentes celulares pro-inflamatorios. A
continuacion ocurre la degradacion del DNA en fragmentos de 50 a 300 Kb, asi
como una disociacion internucleosomal del DNA en oligonucleosomas formados por
multiplos de 180 a 200 pares de bases (pb) por parte de las endonucleasas
(Hernandez, 2012), que son activadas por accién de las C (Sosa, Brandan, y Jeréz,
2012).

Otra de las caracteristicas especificas de la apoptosis es la activacion de C

(iniciadoras y ejecutoras). Estas proteinas rompen la estructura del citoesqueleto
después de los residuos asparticos (Sosa, Brandan, y Jeréz, 2012).
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2.3.4 Mecanismo de apoptosis

Existen tres vias por las cuales se activan las C: la via intrinseca mitocondrial, la via
extrinseca (receptor de muerte), y la via intrinseca del reticulo endoplasmico (RE).
Las dos primeras vias estan involucradas con la fase efectora.

Via intrinseca

Como su nombre lo indica, esta via comienza en el interior de la célula debido a
estrés, hipoxia, dafio genético, etc., mediante un balance de sefales pro y anti-
apoptéticas de la familia Bcl-2. La mitocondria es un organelo que alberga una gran
cantidad de proteinas pro-apoptoéticas, donde la principal es el Cit-c, requerido para
la activacion de la C9 (Garcia y Vecino, 2003).

Tabla 5.Proteinas anti y pro-apoptoticas

Anti-apoptosis Pro-apoptosis
BH 123 BH3
Bcl-2 Bcl-XL
Bax Bad
Bak Bid
Puma

El Cit-c se localiza en el espacio intermembranal mitocondrial (D’Herde, De Prest,
Mussche, Schotte, et al., 2000); al existir un estimulo, una proteina de la familia BH3
se une a Bcl-2 inhibiéndolo. De esa manera, miembros de la familia Bcl-2, Bax y Bak
son activadas y ocasionan la generacion de un poro en la membrana mitocondrial,
causando una pérdida de potencial de membrana y la desestabilizacion de la
membrana mitocondrial, liberandose el Cit-c (Garcia y Vecino, 2003) (Figura 8). En
el citosol, el Cit-c se une a Apaf-1 (factor activador de la proteasa apoptética 1) y
ATP, formando un apoptosoma (heptamero). Una vez formado el apoptosoma, se
recluta y activa la pro-C9 (autoproteolisis), la cual actia como holoenzima que
procesa a otras C ejecutoras (Malet, 2005), como la C3, que desencadena la ultima
parte de la apoptosis.

Via extrinseca

Como su nombre lo indica, esta via se activa por la unibn de proteinas
extracelulares de sefializacion (ligandos de muerte se unen a un receptor de
muerte); siendo los mas conocidos el receptor de TNF (TNFR), y una proteina
relacionada llamada Fas (CD95) y sus ligandos, TNF y FasL, respectivamente
(Sosa, Brandan, y Jeréz, 2012).
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Las proteinas transmembranales, Fas y TNF, estan conformadas por tres dominios,
1) dominio de union a ligando, 2) dominio transmembrana y 3) dominio de muerte
intracelular. Al interactuar el receptor con su ligando, ocurre una oligomerizacion por
una de las cinasas asociada a ese receptor, que a su vez fosforila a los adaptadores
FADD (dominio de muerte asociado a Fas), TRADD (dominio de muerte asociado al
receptor del factor de necrosis tumoral, TNFR) o TRAFs (factor asociado al receptor
del factor de necrosis tumoral), que al trimerizarse, reclutan a pro-C8, pro-C10 o
pro-C2 y forman el complejo de sefializacion de muerte (DISC). Este complejo
recluta C iniciadoras a la membrana celular. La pro-C8 es activada por un corte
proteolitico y forma un tetramero para reclutar a la pro-C3 (Sosa, Brandan, y Jeréz,
2012).

El reclutamiento de caspasas ejecutoras desencadena una cascada de caspasas
gue dara lugar a la muerte celular. Asi mismo, estas C, pueden activar a proteinas
de la familia Bcl-2, como Bid, que de igual manera, tiene funcion pro-apoptotica,
permitiendo un cambio en la mitocondria para que esta libere al Cit-c al citosol.
Generando de esta manera la activacion de la C9 (Garcia y Vecino, 2003) (Figura
8).

Via comun

La fase efectora de la apoptosis involucra la activacion de una serie de C. La C que
se encuentra rio arriba de la via intrinseca es la C9, en tanto que la de la via
extrinseca es la C8, C10 o C2. Estas dos vias convergen en la activacion de la C3,
gue rompe al inhibidor de la desoxiribonucleasa, la cual es responsable de la
degradacion del DNA.

La integracion de las dos vias llevan a la via comun; ésta se da a nivel de Bid. La C8
es la responsable de mediar la hidrdlisis de Bid, promoviendo la liberacion del Cit-c,
la formacion del apoptosoma y la activacion de C3.

Asi, dependiendo del estimulo y del tipo celular, la activacién de la muerte celular
por apoptosis se puede llevar a cabo ya sea por la via intrinseca, la via extrinseca o
a través de ambas vias moleculares (Meresman, 2011) (Figura 8).

Via intrinseca del reticulo endoplasmico (RE)

Esta es una tercera via, la cual es muy poco conocida. Se cree que es dependiente
de la C12 y es independiente de la mitocondria. Cuando el RE sufre de alguna
lesion por estrés (hipoxia, radicales libres o falta prolongada de glucosa), hay una
sintesis reducida y un desplegamiento de proteinas en la célula. Como
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consecuencia, la proteina adaptadora TRAF2 se disocia de la pro-C12, resultando
en la activacion de la misma (Sosa, Brandan, y Jeréz, 2012) (Figura 8).
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Figura 8. Vias de sefializacién de la apoptosis.

En la via extrinseca, el dafio en el DNA activa a p53, que promueve junto a proteinas pro-apoptéticas
la ruptura de la mitocondria y la liberacion del Cit-c. Al unirse con Apaf-1, se formara el apoptosoma
gue activa a la C9 y ésta a la C3 y C7, ejecutando asi la escision del DNA y dando lugar a la
apoptosis. La via extrinseca lleva consigo la union de ligandos de muerte a sus receptores, que
activaran sus dominios de muerte y reclutaran a la pro-C8 (todo este conjunto es conocido como
DISC). La C8 activa tiene la funcion de activar a la C9 y a la C7, que nuevamente daran paso a la
apoptosis o bien, la C8 puede activar a Bid, que promueve la ruptura de la mitocondria. Ahora bien, la
via del RE es activada por estrés en el RE. Este libera calpaina y Ca®*, activando a la C12 y esta a
su vez, activa a C3 y C7, dando lugar a la apoptosis. Por ultimo, la via comin se distingue por la
convergencia de las otras tres vias en la activacién de las C3 y C7, que terminan en apoptosis.

2.3.5Caspasas (C)

Las C, son la maquinaria ejecutora de la apoptosis. Esta familia de proteasas se
caracteriza por su especificidad hacia sustratos que contienen acido aspartico. Se
conocen alrededor de 14 C que se subdividen en tres familias mas: dos que
participa en la apoptosis y otra en procesos inflamatorios en respuesta a citocinas
(Malet, 2005).
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Se encuentran como zimégenos en ceélulas nucleadas. Dentro del proceso
apoptotico, estos zimogenos son activados dependiendo de su funcion. Las C
iniciadoras son activadas por autoprotedlisis, mientras que las ejecutoras por
protedlisis especifica mediada por C iniciadoras, las cuales llevan a cabo la hidrolisis
de sitios especificos de diversos sustratos clave.

Durante la apoptosis se presentan cambios en las células, mediados en gran parte,
por C; cortan en sitios especificos a proteinas implicadas en la estructura del
citoesqueleto, como Gas2, fodrina, B-tubulina y algunos tipos de actina (Elinos,
Maldonado y Meléndez, 2003).

Procaspasas (Pro-C)

Las pro-C, tienen un peso entre los 30 y 50 KDa. Estos contienen 3 dominios: un
prodominio N-terminal, una subunidad grande (p20) y una subunidad pequefia (p10)
(Figura 9).

Procaspasa Caspasa activa

prodominio grande pequeia

Gt N

Figura 9. Activacion de pro-C.

Las C activas forman un tetrAmero que se compone de dos heterodimeros. Cada heterodimero
contiene un sitio activo para la union al sustrato y la catalisis.

Tipos y Regulacion de C

El grupo de las C se organiza en tres subgrupos: C implicadas en la produccion de
citocinas (C1, C4, C5y C13); C de sefializacion o efectoras (C2, C8, C9 y C10); y
las C ejecutoras de muerte o iniciadoras (C3, C6 y C7). La activacién inicial de las
C es un proceso irreversible, complejo, y regulado para que sélo se lleve a cabo en
el momento correcto. Los mecanismos de regulacion para cada tipo de C se enlistan
a continuacion:

— Las C efectoras: se activan debido a una sefial pro-apoptotica que culmina en
una C iniciadora, haciendo que la C iniciadora active a las efectoras,
provocando el desensamblaje celular.
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— Las C iniciadoras: se activan por su union a cofactores especificos (pro-C8
requiere la unién con su cofactor FADD para su activacion).

— Los inhibidores de proteinas apoptoticas (IAPs) como reguladores: las IAPs
bloguean la apoptosis a través de la inhibicion de C efectoras (Sosa, Brandan
y Jeréz, 2012).

2.3.6 Caspasa 3

La C3, activa una DNAsa citoplasmatica, escindiendo un inhibidor de la enzima; esta
DNAsa induce la escision internucleosomal del DNA. Estos cambios llevan a
alteraciones estructurales nucleares y citoplasmaticas que ocurren en las células
apoptoticas. La C3 activa se utiliza como marcador apoptotico.

Es importante recalcar que se ha demostrado la activacion de C3 durante la
seleccion negativa en el desarrollo y maduracion de linfocitos en el timo
(Dzhagalov, Chen, Herzmark y Robey, 2013).

2.3.7 Efecto de MO en sistema inmune de roedor

Odaka, Nakano, Tanaka, Kaburagi, et al. (2012), reportaron que la MO afecta
epigenéticamente a la descendencia predisponiéndola principalmente a un estado
de obesidad debido a un aumento de tejido adiposo. Esto lleva a una disminucién en
los niveles de IL-2 y por ende a un deterioro en las células T del sistema inmune.
Asi mismo, una HFD conlleva a un fenotipo inmunolégico alterado, y se ha
observado que una microbiota intestinal materna (heredable) alterada da como
resultado la desregulacion de células Treg en ratones adultos (Myles, Fontecilla,
Janelsins, Vithayathil, et al., 2013). Sin embargo, los mecanismos son aun poco
conocidos.

2.4 Regulacién epigenética y su efecto sobre la MO en la progenie de la rata.

La epigenética es la disciplina que se encarga del estudio e investigacion de los
cambios en la estructura y organizacion del DNA heredables, donde no hay cambios
en su secuencia y ademas modulan la expresion génica (obtencion de proteinas a
partir genes), provenientes de sus ascendentes por efecto del entorno (Ondarza,
2012). Los cambios implicados en dicha regulacién son la metilacion del DNA,
modificaciones post-traduccionales de histonas (H), uso de variantes de H,
remodelacion de la cromatina e incorporacién de RNA no codificante en la cromatina
(Dambacher, Hahn y Schotta, 2010). Estos factores se conocen como impronta
genOmica. Algunas variaciones en esta impronta estan relacionadas con diversas
enfermedades cromosOmicas, cancer, retraso mental e inflamacién (Dyce, 1999;
Heerwagen, Miller, Barbour y Friedman, 2010).
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En un estudio se observd que una ingesta alta en fructosa (componente principal de
una dieta obesogénica por CHOs) durante el embarazo, causa que su progenie
neonata muestre una sefial defectuosa de leptina y una acumulacién de TAG en
higado. La misma progenie en edad adulta desarrolla esteatosis hepatica,
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina debido a una baja expresion del factor de
transcripcion LXR (Liver X-receptor), provocada por una metilacion aumentada en
el DNA (principalmente en el promotor). Esta proteina se encuentra involucrada en
el metabolismo de colesterol y acidos grasos (Rodrigo, Fauste, De la Cuesta,
Rodriguez, et al., 2018).

Estudios moleculares han llegado a indicar que la programacion fetal puede ser
explicada con la epigenética (cambios en la expresion génica hereditaria a través de
las modificaciones en el DNA e H centrales, sin cambios en la secuencia del DNA)
(Barrera y Fernandez, 2015).

2.4.1 Modificacion de histonas

El DNA, debido a su gran tamafio, necesita de una compactacion. La doble hélice se
asocia con un complejo de proteinas octaméricas llamadas histonas (20-80 KDa)
formado el nucleosoma, que constituye a la cromatina, la cual cuenta con diferentes
grados de compactacién (collar de perlas, fibra de 30nm, fibra de 300nm), que llega
hasta la formacion del cromosoma.

Los cambios post-traduccionales de las histonas determinan qué tan compacta es la
cromatina, y por lo tanto, qué tan facil se da el acceso a los factores de transcripcion
(Lawrence, Daujat y Schneider, 2016). Estas modificaciones incluyen la metilacién
en los residuos de lisina (K) y arginina (R), la acetilacion en residuos de K,
ubiquitinacién y sumoilacién (adicion de proteina SUMO) de K, fosforilacion de
serinas (Ser) y treoninas (T) y microRNAs (modificacion epigenética potencial),
todas mediante union covalente en la cola N-terminal. Cabe mencionar que tanto la
acetilacion como la metilacion de los residuos de K, son marcas moduladoras clave
para la activacion (descondensacion de cromatina, eucromatina) o represion
transcripcional (condensacion de cromatina, heterocromatina) (Garcia, Ayala y
Perdomo, 2012; Heerwagen, Miller, Barbour y Friedman, 2010).

La metilacion de residuos de K estan regulados por enzimas histona
metiltransferasa (HMT) (PRM11, Dominio SET, Dominio no SET) (Martin y Zhang,
2005), e histona demetilasa (HDM). Estos grupos metilo (-CHs) que se unen a las
colas de las H, provienen de folato, metionina y homocisteina, que cumplen la
funcién de cofactores donantes de grupos -CHj3 (Pomilio, Vitale, Ciprian y Vitale,
2016; Qian y Zhou, 2006) (Figura 10).

38



Por ejemplo, en linfocitos Th, la trimetilacion de H3K4 y H3K79, asi como, la
monometilacion de H3K27, H3K9 y H4K20 se ven implicadas en la activacion
transcripcional, por otro lado, la di y trimetilacibn de H3K27 se asocian con la
represion transcripcional para diferenciacion de sus linajes (Wei, Wei, Zhu, Zang, et
al., 2009). Otros cambios epigenéticos, en dichas células asociados a apoptosis son
la fosforilacion de la Serl14 de la H2B, asi como, la fosforilacion de la Ser28, T45, la
metilacion de K27 en H3 y K20 de H4 (Van Bavel, Dieker, Kroeze, Tamboer, et al.,
2014).

Estudios epidemiologicos han propuesto que las enfermedades del adulto estan
relacionadas con las condiciones medioambientales durante el desarrollo temprano
(intrauterino). Como ya se ha mencionado, la malnutricion materna durante el
embarazo se ha relacionado una gran cantidad de enfermedades, como restriccion
de crecimiento intrauterino (RCIU), el cual se ha vinculado con enfermedades del
adulto, refiriendo asi a la hipotesis de Barker (Molina, Correa, Rojas y Acufia, 2014).

Se ha sugerido que el patrén de modificaciones que siguen las H es un cédigo,
conocido como “el codigo de las H”, lo que promueve el empaquetamiento y la
regulacion de la expresion del genoma (Rodriguez, Téllez, Cerbon, Lopez, et al.,
2004).

En el nivel molecular, estos cambios “programados” quiza reflejen la alteracién de la
expresion de los genes in Utero que actua directamente en la célula o por medio de
sefiales hormonales de acuerdo con la disponibilidad de nutrientes (Barrera y
Fernandez, 2015). La transmisién de los efectos de programacion fetal es parte de
la herencia epigenética, que puede ser de la linea materna, paterna o ambas.
(Vickers, 2014).

Modificacion

Cola de histona epigenetica

Gen activo

Figura 10. Modificaciones epigenéticas de H.

El mecanismo epigenético se ve afectado por diversos factores y procesos (desarrollo intrauterino,
sustancias quimicas del medio ambiente, medicamentos, productos farmacéuticos, envejecimiento,
dieta). Las modificaciones de histonas se dan en las colas y alteran la medida en que el DNA se
envuelve alrededor de las histonas y la disponibilidad de genes en el DNA para activarse.
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2.4.2 Histona 3 (H3)

El DNA dentro de las células eucariotas se encuentra en forma de cromatina. Su
estructura basica es el nucleosoma, el cual estd conformado por un octdmero de
cuatro proteinas, llamadas H: H2A, H2B, H3 y H4, es ahi, donde el DNA es
enrollado (147 pb por octamero de H). Cada una de estas unidades tiene un dominio
globular y un dominio cola (Martin y Zhang, 2005). Cabe sefialar que la H3 es quién
sufre mas modificaciones post-traduccionales en comparacion a las demas.

La H3 tiene dos variantes principales en humano, H3.1 y H3.3, sin embargo se
conocen siete variantes en las células de mamiferos (H3.1, H3.2, H3.3, H3.4, H3.5,
H3.X e H3.Y). Ahora bien, en Rattus norvegicus (rata Wistar), se conocen las H3.3,
H4.4, H3.5 (NCBI; Draizen, et a.l, 2016). Estas variables muestran diferentes
patrones de localizacidbn gendmica en animales. Recientemente se ha definido que
la H3.1 se asocia a un estado de heterocromatina, mientras que la H3.3 se asocia a
un estado de eucromatina.

La H3 lleva a cabo diversas funciones; dentro de las mas importantes se encuentra
la regulacion transcripcional. Sin embargo, su metilacion favorece otras funciones,
como el reclutamiento de RNA polimerasa (RNApol Il) en la region promotora para
la transcripcion (Dambacher, Hahn y Schotta, 2010), formacion de heterocromatina
e inactivacion de cromosoma X (Qian y Zhuo, 2006), la participacion en la
coagulaciéon sanguinea, el desarrollo cerebral, la proliferacion y regulacién positiva
de crecimiento celular, el metabolismo proteico celular, la respuesta a hormonas,
etc. (Uniprot, 2018).

2.4.3 Trimelitacién de lisina 4 de la Histona 3

En la H3, la trimetilacién de K4 y la acetilacion de las K9 y 14 le dan a la cromatina
una conformacioén abierta (eucromatina), que permite que se lleve a cabo la
transcripcion de los genes que se encuentran en ella (Ucar y Rattay, 2015).

Se sabe que en la H3 se pueden llevar a cabo tres tipos de metilaciéon de K: mono,
di y tri. Para ello se necesita de las enzimas HMT; siendo mas especificos, metil
lisina transferasas (MLT), donde la principal familia de proteinas capaz de llevar a
cabo tanto la di como trimetilacion de la K4 cuenta con el Dominio SET (Santos,
Schneider, Bannister, Sherriff, et al., 2002). Asi mismo estas proteinas pueden
catalizar la metilacion de K de proteinas celulares, como Cit-c, p53, Rubisco y Taf10
(Qian, Zhou, 2006).

Los estudios respecto a estas modificaciones de H relacionadas con la obesidad
materna y sus efectos en la descendencia, son relativamente escasos, a pesar de
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gue desempefian un papel importante en la transcripcién, reparacion del DNA,
induccion de la apoptosis y condensacion cromosomica.

Hasta ahora no se ha determinado el efecto de factores nutricionales como
obesidad sobre el control epigenético de los genes improntados (Dyce, 1999). Sin
embargo, en animales de experimentacion se han llegado a determinar alteraciones
en los patrones de metilacion de distintos genes de hepatocitos y cardiomiocitos de
fetos, cuyas madres han estado bajo dietas restringidas de nutrientes (Casanello,
Krause, Castro y Uauy, 2015).

En ratones se ha podido demostrar que existe una correlacion entre las
modificaciones de H, principalmente la metilacion de éstas y la regulacién génica
(Qian, Zhou, 2006). Ahora bien, uno de los miembros de la familia de Dominio SET
es la proteina MLL (Leucemia linfoide mixta), que funciona como un regulador del
desarrollo, y se ha observado que su desregulacion implica un desequilibrio en el
gen Hox, produciendo defectos en el sistema hematopoyético (Qian, Zhou, 2006).

3. Justificacion

Alrededor del 70% de la poblacion mexicana adulta padece sobrepeso u obesidad,
considerando que de ese porcentaje, el 71.9% son mujeres en edad reproductiva
(ENSANUT, 20186).

La obesidad materna, tanto en el crecimiento como en el desarrollo intrauterino del
feto, asi como en los primeros afios de vida, genera cambios en la descendencia
gue se asocian a diversas complicaciones metabdlicas, cardiovasculares e
inmunolégicas en la edad adulta (Casanello,Krause, Castro y Uauy, 2015).

El desarrollo del sistema inmune adaptativo de la progenie se ve alterado por
factores de malnutricibn materna. Sin embargo, se ha estudiado poco el efecto de la
MO en la reprogramacion de la respuesta inmune adaptativa de linfocitos T y sus
consecuencias en la edad adulta.

Por lo anterior, este trabajo pretende detectar cambios en los niveles de muerte
celular programada y de programacion epigenética a nivel de modificaciones de
histonas en timocitos, y hacer una comparacion de estos cambios entre la progenie
adulta de rata Wistar con dieta control y la progenie adulta de rata Wistar con MO.
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4. Hipétesis

La obesidad materna influye en el desarrollo del sistema inmune de la progenie, por
lo que habria una diferencia en los niveles de apoptosis (C3 activa) y regulacion
epigenética (H3K4me3) en los timocitos de las crias en la etapa adulta.

5. Objetivos

Objetivo general

Evaluar y comparar los niveles de apoptosis y regulacién epigenética a nivel de
modificaciones de histonas en el timo de las crias adultas de ratas con obesidad
materna vs crias adultas de ratas control mediante técnicas moleculares.

Objetivos particulares

- Estandarizar la obtencion de proteinas nucleares para el estudio de la
metilacion de histonas, mediante la lisis de tejido con distintos buffers de extraccion
(CHAPS, RIPA, Laemmli 2x) y técnicas moleculares.

- Determinar la expresion de caspasa 3 activa y comparar los niveles de
apoptosis de timocitos de las crias adultas de ratas con obesidad materna vs crias
adultas de ratas control.

- Determinar los cambios en la regulacién epigenética (metilacion de histonas)
en timocitos midiendo la H3 trimetilada (H3K4me3), para comparar los niveles de
metilacion de H3 de las crias adultas de ratas con obesidad materna vs crias
adultas de ratas control.

6. Material y métodos

Disefio experimental

Se tuvieron dos grupos de estudio (Rata Wistar): Grupo control (Ctrl), madre con
dieta control (Rodent RQ 22-5: 22% proteina, 5% grasa, 31% polisacéaridos, 31%
azucares simples, 4% fibra, 6% minerales, 1% vitaminas, 4.0 Kcal/g), y grupo MO:
madre con dieta obesogénica. El modelo de MO (preconcepcién, perinatal e infantil
hasta el destete) en la rata se bas6 en una dieta obesogénica HFD (23.5% proteina,
20% manteca de cerdo, 5% grasa, 20.2% polisacéaridos, 20.2% azucares simples,
5% fibra, 5% minerales, 1% vitaminas, 4.9 Kcal/g) (Zambrano, Martinez, Rodriguez,
y Nathanielsz, 2010; Taylor, Matthews, Khan, Rees, et al., 2018). Se estudio a la
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progenie macho de los dos grupos en edad adulta (PND130), 5 animales del grupo
Ctrl (n=5) y 6 animales del grupo MO (n=6) de distintas camadas.

Los tejidos (timo) fueron un donativo en colaboracién con la Dra. Zambrano y el Dr.
Reyes, del Instituto Nacional de Nutricion Salvador Zubiran; dichos tejidos, se
mantuvieron congelados a -80°C.

Obtencion de tejido para extraer proteinas totales mediante lisis celular

Se descongelaron las muestras de timo de las crias adultas del grupo Ctrl y del
grupo MO en hielo. Cada 6rgano fue pesado y disgregado mecanicamente dentro
de PBS 1X frio para recuperar el sobrenadante (evitando la recoleccion de tejido) en
tubos Falcon de 15 mL etiquetados como Ctrl1, Ctrl2, Ctrl3, Ctrl5 y Ctrl6 (grupo Ctrl),
y MO1, MO2, MO3, MO4, MO5 y MO6 (grupo MO). Se centrifugaron las muestras a
1200 rpm / 6 minutos / 4° C, para sOlo recuperar células (pellet) y desechar tejido
(sobrenadante). Se agregaron 2 mL de Buffer de lisis de eritrocitos frio (Solucién C)
a los pellets obtenidos. Nuevamente se llevé a cabo otra centrifugaciéon a 1200 rpm /
6 minutos / 4° C y el sobrenadante fue desechado, repitiendo el procedimiento hasta
gue los pellets de células consiguieron una coloracién blanca-amarillenta. Se realizé
un lavado con 1 mL de PBS 1X frio, centrifugando a 1200 rpm / 6 minutos / 4° C. Se
desecho por completo el PBS de lavado y se agregaron 200 pL de la Buffer de lisis
celular (Solucién de lisis A), se mezclaron con vortex y se incubaron por 1 hora /
4°C. Pasado el tiempo, se traspaso el contenido de cada tubo, a tubos Eppendorf
bien etiquetados y se centrifugaron a 14,000 rpm / 20 minutos / 4 °C. Se
recuperaron los sobrenadantes en otros tubos Eppendorf identificados como lisados
totales (LT) de controles (Ctrl) y obesidad materna (MO). El botén celular se guardd
a -20°C para obtener las proteinas nucleares. Se introdujeron los tubos Eppendorf
con muestra de LT en hielo seco para congelar rapidamente las muestras y
mantenerlas a -20° C.

Cuantificacion de proteinas LT por el método de Bradford

En una placa de 96 pozos para ELISA, se llevé a cabo la cuantificacion de proteinas
LT, por el método de Bradford a 595 nm, con una curva de calibracion de albumina,
por duplicado, de los 0.1mg / mL a los 1.5 mg / mL. Se agregaron las muestras a
cuantificar por duplicado, agregando 5uL de muestra y 250 pyL de reactivo de
Bradford. Se llevo a cabo la lectura en el espectrofotometro Xmark (Biorad) a una A
de 595 nm. Se graficaron los datos correspondientes a la curva de calibracion y se
realizo la regresion lineal para obtener la ecuacion para la cuantificacion.
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Preparacion de muestras LT

Se agreg6 la cantidad de Laemmli 5X y DTT 1 M (final DTT 0.1M) necesaria a cada
una de las muestras. Se calentaron por 5 minutos a bafio Maria y se congelaron,
manteniéndolas de 4° a -20° C.

Estandarizacion para la obtencién de proteinas nucleares

Buffer de CHAPS

Se aislo el timo de la rata, después de su eutanasia con CO; (realizada por el MVZ
Responsable del Bioterio), y se colocé en un tubo Eppendorf con PBS 1X frio,
etiquetado como Tchaps. Se disgregé el érgano mecanicamente dentro del PBS 1X
frio y se recuperd todo el sobrenadante evitando la recoleccion de tejido. Se
agregaron 200 pL de la Solucién C fria. Se centrifugd el homogenizado por 5
minutos / 2000rpm / 4 °C y se elimin6 totalmente el sobrenadante. Este paso se
realizd0 2 veces mas hasta que el pellet celular consiguié una coloracion
blanquecina. Se lavo el pellet con 200 yL de PBS 1X frio y se centrifugo
nuevamente por 5 minutos / 2000rpm / 4 °C, desechando el sobrenadante por
completo. Se agreg6 Buffer de CHAPS (Solucién de lisis A.1) fria de 2 a 3 veces el
volumen del pellet. La muestra junto con la solucién A.1 se incubé 1 hora / 4 °C.
Posteriormente se llevé a cabo una centrifugacion por 20 minutos / 14000 rpm / 4
°C. Y se procedié a recuperar el sobrenadante, para ser congelado a -20°C. Se
descongeld la muestra y se llevd a cabo la cuantificacion de proteinas por
espectrofotometria a 595nm con el método de Bradford,; se prepar6 la muestra con
Laemmli 5X y DTT y se analizé mediante electroforesis de proteinas y Western blot.

Buffer de RIPA

Se aisl6 el timo de la rata, después de su eutanasia con CO; (realizada por el MVZ
Responsable del Bioterio), y se colocd en una caja petri con Medio de cultivo (RPMI
1640, GIBCO) etiquetada como LTTN. Se disgreg6é el 6érgano mecanicamente
dentro del medio de cultivo frio y se recupero todo el sobrenadante en tubo Falcon,
evitando la recoleccion de tejido. Se llevo a cabo una centrifugacion por 6 minutos /
1200rpm / 4 °C, para recuperar el pellet celular. Se agregaron 500 pL de Solucion C
fria. Se centrifugd por 6 minutos / 1200rpm / 4 °C y se eliminé totalmente el
sobrenadante. Este paso se realiz0 1 vez mas hasta que el pellet celular consiguio
una coloracion blanquecina. Se lavo el pellet con 200 yuL de Medio de cultivo y se
centrifugd nuevamente por 6 minutos / 1200rpm / 4 °C, desechando el sobrenadante
por completo. Se agrego6 Buffer de RIPA (Solucion de lisis A.2) fria, de 2 a 3 veces
el volumen del pellet. La muestra junto con la solucion A.2 se incubé 1 hora / 4 °C.
Posteriormente se llevé a cabo una centrifugacion por 15 minutos / 14000 rpm / 4
°C y se procedi6 a recuperar el sobrenadante, para ser congelado. Se descongelo la
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muestra y se llevd a cabo la cuantificacion de proteinas por espectrofotometria a
595nm con el método de Bradford,; se prepar6 la muestra con Laemmli 5Xy DTT y
se analiz6 mediante electroforesis de proteinas y Western blot.

Buffer Laemmli 2X

“Para esta estandarizacion, se utilizaron 3 mL sangre periférica, recolectada en un
tubo con EDTA como anticoagulante.”

Se agregd a un tubo Falcon 3 mL de Ficoll (Histopaque-1077, Sigma) y se agrego la
sangre obtenida muy lentamente, evitando que se mezclen. Se centrifugd el tubo
por 30 minutos / 400 G / TA (se quitd el freno de la centrifuga, para mantener el
gradiente esperado). Al terminar la centrifugacion, se elimind la fraccion que
contiene plaguetas y plasma, recuperando la fase siguiente en otro tubo (fase con
células mononucleares). Se realizaron 2 lavados a las células mononucleares
recuperadas con PBS 1X frio, centrifugando a 1200 rpm / 5 minutos / TA,
recuperando el pellet. Se resuspendio el pellet y se agregaron 40 uL de Laemmli 2X
(Solucion de lisis nuclear A.3); se traspaso6 en tubo Eppendorf y se agregaron 4 uL
de DTT. Se calentaron las muestras a bafio Maria por 5 minutos y se analizaron
mediante electroforesis de proteinas y Western blot.

Obtencion de proteinas nucleares.

A los pellets obtenidos de los LT se les agreg6 50uL de Laemmli 2X sin indicador de
pH. Se congelaron con hielo seco y se mantuvieron a -20° C por 18 horas. Se
descongelaron los pellets en frio, y se centrifugaron a 14000 rpm / 10 minutos / 4° C.
Se separO6 el sobrenadante en tubos Eppendorf identificados como proteinas
nucleares (N) de Ctrl o MO y se guardaron los pellets obtenidos a -20°C. A los
sobrenadantes se le agregaron 50uL de Laemmli 2X con indicador de pH y 5uL de
DTT 1 M por tubo. Se calentaron a bafio Maria por 5 minutos y se mantuvieron en
congelacion.

Separacion de proteinas mediante gel de electroforesis desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Se ensamblaron los vidrios para geles de poliacrilamida. Se prepararon 20 mL de la
solucion para el gel separador de electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 15 % como se indica en la Tabla 15, adicionando en orden los
componentes. Se agregaron 7.5 mL a cada placa de la solucion para gel separador
al 15% con ayuda de una micropipeta, dejando caer la solucion por una de las
esquinas de la placa de vidrio. Se adicionaron 200 uL de H,O miliQ a cada gel, por
una esquina del vidrio, para romper la tension superficial y permitir la polimerizacion
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de forma horizontal. Dejando polimerizar por un minimo de 40 minutos. Una vez
trascurrido el tiempo de polimerizacién, se decanto el agua en la tarja y se seco el
sobrante con papel filtro. Se prepararon 10 mL de la solucion para el gel
concentrador de electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al
5% como se indica en la Tabla 16, adicionando en orden los componentes. Se
agregaron 3.5 mL a cada gel de la solucién para gel concentrador con ayuda de
una pipeta por una esquina de la placa de vidrio evitando la formacion de burbujas.
Se colocaron los peines de 1.5 mm entre las placas de vidrio. Se dejaron polimerizar
por un minimo de 20 minutos. Se retiraron los peines; asi mismo, se retiraron del
soporte de polimerizacion el marco de la placa y se desmontaron las placas de
vidrio, de tal forma que no se despegaran los vidrios de los geles. Se ensamblo la
camara de electroforesis, adicionando buffer de electroforesis 1X en el espacio entre
las dos placas del marco de sujecion hasta casi derramar. Se agrego6 en cada carril
del Gel A para LT, entre 15 uL y 40 pyL de muestra, y 2 pL de marcador de peso
molecular (PM Dual color, Biorad), para asegurar que en cada carril se cargaran 10
Mg de proteina (Tabla 19). Se agrego6 en cada carril del Gel B para N, entre 10 yL y
32 uL de muestra, y 2 puL de marcador de peso molecular (PM Dual color, Biorad),
para asegurar que en cada carril se cargaran 20 ug de proteina (Tabla 20). Se
adiciono6 buffer de electroforesis 1X en la parte externa del marco de sujecion hasta
guedar completamente cubierto el electrodo. Se colocé la tapa de la cadmara de
electroforesis, ajustando a 100V por 20 minutos de corrimiento para concentracion
de muestras. Transcurridos los 20 minutos, se par6 el corrimiento y se ajusto
nuevamente a 170V para el corrimiento de separacion; una vez que el frente de
migracion lleg6 a la parte inferior del marco de sujecion se detuvo el corrimiento,
guedando finalizada la electroforesis.

Transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa.

Al sacar las placas con los geles, se quitaron los vidrios CH y se sumergieron los
geles con el vidrio G en un poco de buffer de transferencia 1X frio; se separ6 gel A
con ayuda de una cuchilla plastica la parte correspondiente al gel concentrador y se
hizo lo mismo con el gel B. En otro recipiente largo, se agregd buffer de
transferencia 1X frio, y se colocaron ahi mismo, los cassettes para transferencia, 4
esponjas de transferencia, 4 hojas de papel filtro de 6x8 cm, y 2 membranas de
nitrocelulosa de 6x8 cm. Para realizar los sandwiches, se colocé sobre el polo
negativo (parte negra del casete), los componentes anteriormente sumergidos en
buffer en el siguiente orden: una esponja de transferencia, un papel filtro, gel A, una
membrana de nitrocelulosa, un papel filtro y una esponja de transferencia. Se repitid
lo mismo para el gel B. Una vez hecho el sandwich, se ensamblo la camara de
transferencia. Se llend la camara de transferencia con buffer de transferencia 1X frio
dejando 2 cm de la parte superior y se colocé un refrigerante. Se cerro la camara y
se ajusté a 100V por un minimo de 1 hora, a 4°C. Transcurrido el tiempo se apag6
la fuente de poder y se procedié a desmontar la cama de trasferencia. Se realizd un
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lavado a cada membrana de nitrocelulosa con TBS-T por 1 minuto dentro de un
recipiente.

Tincion de membrana con Rojo Ponceau

En otro recipiente, se agregaron aproximadamente 20 mL de Rojo Ponceau (RP)
(Sigma-Aldrich) y se sumergieron una por una las membranas de nitrocelulosa por 5
minutos para verificar que la transferencia de proteinas fuera exitosa. Se marcaron
las bandas del marcador de peso molecular (PM). Posteriormente se enjuagaron las
membranas con H,O miliQ dos veces y después con TBS-T, hasta que se elimino
por completo el colorante.

Bloqueo de membrana

Se bloquearon las membranas con Leche descremada 5%, preparada en 20 mL de
TBS-T. Para la solucion de bloqueo, se pesaron 1 g de Leche descremada y se
disolvieron en 20 mL de TBS-T, en un vaso de precipitado de 25 mL, con agitador
magneético. Se introdujo cada membrana en recipientes distintos con 10 mL de la
solucion de bloqueo (leche 5 %), incubando durante 1 hr / TA / agitacion. Una vez
terminada la incubacion, se desecho6 la solucion de bloqueo y se realizaron 2
lavados con TBS-T (cada lavado de 2 minutos).

Inmunoblot.

Se prepararon los anticuerpos primarios en una solucion de Starting block (Thermo
Fischer Scientific) con azida de sodio al 0.05%. Se etiquetd cada tubo con los datos
siguientes: Starting block, Azida de sodio 0.05%, Ab primario, marca, dilucion y
fecha en que se prepar6; se guardaron a 4° C.

- Membrana A

Marca
Ab primario (catalogo, | Dilucién | Incubacion Ab Dilucion | Incubacién
especie) secundario
Cell a-1gG
a-Caspasa 3 Signaling 1:1000 18 hrs /4° | conejo (Rb)- 1:5000 lhr/TA
activa (Cs-9661, C HRP
19G
conejo)
Abcam a-1gG ratén
a-B Actina (8226, IgG | 1:10000 lhr/TA (Ms)-HRP 1:5000 lhr/TA
raton)
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- Membrana B

Ab primario Marca Dilucién | Incubacién Ab Diluciéon | Incubacién
(catalogo, secundario
especie)
Abcam a-1gG
a-H3K4me3 (8580, 1gG 1:2000 1hr/TA | conejo (Rb)- | 1:10000 1lhr/TA
conejo) HRP
Millipore a-1gG
a-H3T (donativo, 1:1000 1hr/TA conejo (Rb)- | 1:10000
IgG HRP
conejo)

Se incub6 cada membrana con los anticuerpos primarios y secundarios en las
condiciones adecuadas para ellos. Entre cada anticuerpo se realizaron 6 lavados
con TBS-T; cada lavado con una duracion de 5 minutos.

Revelado

En el cuarto oscuro, para la membrana A se utilizO como sustrato
quimioluminiscente “Thermo Scientific™ SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate”, mientras que para la membrana B, se utilizd “Thermo
Scientific™ SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate”. Se colocaron
las membranas sobre dicha mezcla, quedando en contacto el sustrato y las
proteinas de la membrana (ayudado de una pinza que no toque la zona de
proteina), y se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. En el transcurso de
la incubacién se colocaron en tres recipientes distintos 1: Solucién reveladora, 2:
Agua corriente y 3: Solucion fijadora. Trascurrida la incubacion, se elimin6 el exceso
de sustrato con una servitoalla y se colocaron las membranas dentro del acetato del
cassette para revelar. Se encendio la lampara de luz roja y se apagaron por
completo equipos electronicos y luz de iluminacion; se recortaron placas
autoradiograficas. Se colocaron sobre el acetato que cubre la membrana y se cerré
el cassette; se tomaron exposiciones de distintos tiempos (1 minuto a 10 minutos).
Se retiraron las placas autoradiogréficas (Hyperfiim ECL, Amersham), y se
introdujeron 20 segundos dentro de la solucion reveladora y enjuagando un poco en
el recipiente con agua corriente, por ultimo se introdujeron dentro de la solucion
fijadora por 5 minutos y se enjuagaron nuevamente en agua corriente y se dejaron
secar. Las placas autoradiograficas se etiquetaron y se marcaron los PM.
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Analisis estadistico

Las bandas en las placas autoradiograficas correspondientes a las proteinas de
interés se cuantificaron mediante densitometria con el programa Image J (NIH,
EUA). Se comparé el nivel de expresion de la proteina de interés con el nivel de
expresion de un control interno (B-actina o H3T, ademas de expresion de proteina
total por RP). Se analizaron los resultados mediante la prueba t de Student no
paramétrica (Kruskal Wallis) con el programa GraphPad Prism version 5.

7. Resultados

« Estandarizacion parala obtencion de proteinas nucleares

La estandarizacion de la técnica para obtener las proteinas nucleares se llevé a
cabo con la finalidad de obtener la banda de H3K4me3 esperada (15-17 KDa) sin
artefactos.

En la Figura 11 se muestra la tincion de proteinas totales nucleares de timocitos
obtenidas mediante la utilizacién del buffer de CHAPS. Al realizar el inmunoblot se
observo la presencia de una sola banda; sin embargo, en un peso molecular mayor
al esperado para la H3K4me3; entre 75 -150 KDa en vez de 15-17 KDa al
correspondiente.

= n= Figura 11. Estandarizacion para la obtencion de
e 100

i = proteinas nucleares, utilizando Buffer de
50 — CHAPS.

== A) Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) 15% de proteinas totales timocitos
95— transferidas a membrana de nitrocelulosa, tincién
25— con RP. B) Inmunoblot a-H3K4me3 (Abcam -
A= 8580) (1:1,000), a — 1gG Rb — HRP (1:10,000).
Bloqueo: Leche descremada 5 % en TBS-T, con
exposicion de 10 minutos, banda en PM superior al
15— esperado (alrededor de los 15 - 17 KDa), sin la
deteccion de bandas inespecificas.

10—

PMKDa PMKDa
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Con base en el resultado anterior, se probd otro buffer de extraccion de proteinas
nucleares con RIPA, el cual utiliza deoxicolato de sodio como detergente, en vez de
CHAPS. Se llevo a cabo la obtencion de proteinas nucleares de timocitos con este
buffer (Figura 12). Se observa nuevamente el patron de proteinas totales obtenidas
y el inmunoblot, donde se puede apreciar tanto la banda esperada de la histona (15
— 17 KDa) como bandas inespecificas en diversos PM.

A B

5 () e
150 —
' 00—

50—

1) e

1) e

PMKDa PMKDa

Figura 12. Estandarizacién para la obtencién de proteinas nucleares utilizando Buffer de RIPA.

A) Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15% de proteinas totales de timocitos
transferidas a membrana de nitrocelulosa, tincion con RP. B) Inmunoblot a-H3K4me3 (Abcam —
8580) (1:2,000), a — 1IgG Rb — HRP (1:10,000). Bloqueo: Leche descremada 5 % en TBS-T, con
exposicién de 5 minutos, banda en PM esperado (alrededor de los 15 - 17 KDa), asi como la
deteccion de bandas inespecificas.

Por dltimo, se llevo a cabo otra metodologia para la extraccion de proteinas
nucleares utilizando el buffer Laemmli 2X. Esta vez las células utilizadas fueron
mononucleares obtenidas de sangre periférica mediante un gradiente de densidad
(Ficoll). En la Figura 13, se observan tanto el patron de proteinas totales como el
inmunoblot para dicha técnica. En este caso se obtuvo una sola banda entre los PM
de 15 — 17 KDa, por lo que esta metodologia, fue la utilizada para la
experimentacion.
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Figura 13. Estandarizacion para la obtencién de proteinas nucleares, utilizando Buffer de

Laemmli 2X.

A) Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15% de proteinas totales de células
mononucleares transferidas a membrana de nitrocelulosa; tincion con RP. B) Inmunoblot a-H3K4me3
(Abcam — 8580) (1:2,000), a — lgG Rb — HRP (1:10,000), Bloqueo: Leche descremada 5 % en TBS-T,
con exposicién de 15 minutos; banda en PM esperado (alrededor de los 15 - 17 KDa), sin la

deteccion de bandas inespecificas.

Una vez estandarizadas las técnicas, los timos fueron pesados antes de su
procesamiento. En la Figura 14 se muestra que no hubo diferencia significativa entre
los pesos del grupo Ctrl con respecto al grupo MO.

0.4+
0.3 |
C
o .
o 0.2
(8
o
0.1
0.0 T
N
\sO

Figura 14. Diferencia de peso entre los
tejidos obtenidos.

A) Los tejidos se pesaron en balanza
analitica. Los datos fueron analizados
mediante la prueba t de Student sin diferencia
estadistica significativa con un valor de p=
0.6623 y un valor de error estandar de la
media de 0.2581 + 0.05 para Ctrl y 0.2832 £
0.02 para MO.
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En la Figura 15 se aprecian los cambios en los niveles de expresion de C3 activa en
la progenie del grupo MO. Se observa un incremento de 4.33 veces su expresion
con respecto al grupo Ctrl (**p<0.005).

A Ctrl MO
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Figura 15. Comparacion de la expresion C3 activa en el timo entre grupo Ctrl y grupo MO.

A) Los LT de timocitos fueron analizados por medio de la técnica Western Blot para evaluar los
niveles de expresion de un marcador apoptético, C3 activa, utilizando como proteina interna f-actina
(Ctrl, grupo control; MO, grupo de obesidad materna). B) Niveles de la proteina C3 activa
normalizada con los niveles de proteina interna mediante el analisis por densitometria; los datos
fueron analizados mediante la prueba t de Student, **p<0.005; grupo (Ctrl n = 5, grupo MO n = 6).

Por otro lado, al analizar la presencia de H3K4me3 se observa que en el grupo MO
la trimetilacion de la K4 en la H3 es menor respecto al grupo Ctrl. Mediante el
analisis de esta marca epigenética con la proteina total (nuclear), el grupo MO es
0.68 veces menor que en el grupo Ctrl (*p<0.05), mientras que utilizando como
proteina interna la H3 total, no se muestra significancia estadistica (p=0.1775). Sin
embargo, se observa nuevamente la tendencia a la disminucion de la trimetilaciéon
en este grupo MO (Figura 16).
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Figura 16. Comparacion de la expresion de H3K4me3 entre grupo Ctrl y grupo MO.

A) Los lisados N de timocitos fueron analizados por medio de la técnica Western Blot para evaluar la
presencia de H3K4me3 utilizando como proteina interna el RP de proteina total (Ctrl, grupo control;
MO, grupo de obesidad materna). B) Niveles de la proteina H3K4me3 mediante el andlisis por
densitometria. Se observa la disminucion de ésta proteina en el grupo MO, en comparacion con el
grupo Crtl; los datos fueron analizados mediante la prueba t de Student, *p<0.05; grupo Ctrl n = 5,
grupo MO n = 6. C) Los lisados N de timocitos fueron analizados por medio de la técnica Western
Blot para evaluar los niveles de H3K4me3 utilizando como proteina interna H3T (Ctrl, grupo control;
MO, grupo de obesidad materna). D) Niveles de la proteina H3K4me3 mediante el andlisis por
densitometria. Se observa la disminucién de ésta proteina en el grupo MO en comparacion al grupo
Ctrl; los datos fueron analizados mediante la prueba t de Student; grupo Control n =5, grupo MO n =
6.

8. Discusién

La obesidad en términos generales es considerada una pandemia; ahora bien,
durante el embarazo, la obesidad lleva a un mayor riesgo de complicaciones
perinatales, tanto para la madre como para el feto.

A lo largo de los afios se ha evidenciado que el embarazo es una ventana critica
para el buen desarrollo del feto, asi como de sus posteriores etapas de vida como la
adultez, en donde se ha demostrado que la MO favorece al desarrollo de diabetes,
asma, higado graso, obesidad, etc.

En el presente trabajo se empled el modelo de rata gestante obesa, inducido por
una dieta alta en grasa (HFD) (pregestacional - destete), para evaluar el efecto de la
programacion fetal en el sistema inmune adaptativo de su progenie adulta; en
particular en el timo. Se reportan los cambios en los niveles de apoptosis a través
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de la expresion de C3 activa y en la regulacion epigenética mediante la expresion de
la trimetilacién de la histona H3 (H3K4me3) en timocitos de los grupos de estudio
(Grupo Ctrl y Grupo MO).

Se han utilizado varios modelos animales para analizar los efectos del exceso de
nutricion durante la gestacion y el periodo postnatal temprano en su progenie en
desarrollo; es el caso del modelo de madres alimentadas con HFD durante la
gestacion y la lactancia para desarrollar la obesidad materna. En la rata, las crias
provenientes de estas madres, no reflejan diferencias de peso al nacimiento ni
destete sino hasta edades tempranas, teniendo predominio alrededor de los 800
PND, en donde hay un incremento de tejido adiposo con caracteristicas
hipertréficas, hiperleptinemia y trigliceridemia. Asi mismo, hay un mayor contenido
de lipidos hepaticos al destete en comparacién con las crias de madres control
(Bautista, Martinez, Zambrano y 2009).

Los timos de las crias macho (130 PND) donados por el Instituto Nacional de
Nutricidbn Salvador Zubiran, en colaboracién con la Dra. Zambrano y el Dr. Reyes,
fueron pesados antes de su procesamiento, sin embargo, sus pesos no mostraron
diferencias significativas entre los grupos. No obstante, cabe mencionar que los
timos del grupo MO mostraron una cantidad mayor de tejido adiposo con respecto al
grupo control; esto puede deberse al incremento de adiposidad que se ha reportado
en crias de madres con obesidad (Bautista, Martinez, Zambrano y 2009).

El sistema inmunolégico se desarrolla desde la etapa fetal, alrededor de las cinco
semanas de gestacion (SDG). El desarrollo de las células linfoides comienza entre
las 8 y 12 SDG en el humano (Zhang, Zhivaki y Lo, 2017), mientras que en la rata,
el timo se origina a partir de la 5° SDG, en la tercera bolsa faringea, hasta que
alcanza su posicion definitiva. Sin embargo, su crecimiento y desarrollo termina
hasta que alcanza la madurez sexual (Repetto, Aliendo y Biasutto, 2010). Uno de
los retos del sistema inmunoldgico, es el reconocer y discriminar entre los Ag
propios del individuo como de aquellos Ag extrafios, tales como microorganismos,
tumores, trasplantes, etc., lo cual se lleva a cabo desde el desarrollo fetal (Salazar y
Avila, 2014).

Otro evento clave durante el desarrollo del sistema inmune es la programacion de
muerte celular o apoptosis que regula entre otros procesos la seleccién de células
gue saldran a la periferia desde los organos linfoides primarios (Dzhagalov, Chen,
Herzmark y Robey, 2013). La C3 activa es una proteasa implicada en la apoptosis,
encargada de catalizar la escision del DNA en diversos tejidos y células (Porter y
Janicke, 1999), por lo que en este caso se utiliz6 como un marcador de activacion
apoptoética.

Se observaron niveles de expresion aumentados de C3 activa en el timo de la
progenie del grupo MO con respecto al grupo Ctrl, sugiriendo un mayor nivel de
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apoptosis. Se sabe que el timo, con el paso de los afios, sufre un proceso de
involucion, en el cual, este tejido es reemplazado por tejido adiposo, favoreciendo
de esta manera su atrofia y disminucién de funciones (Rezzani, Nardo, Peroni, y
Rodella, 2014). En el humano, este proceso comienza a partir de la pubertad,
mientras que en roedores, aproximadamente a los 6 meses de edad (170 PND)
(Piscoya y Rodriguez, 1999).

Existen factores que se ven involucrados en la inmunosenescencia, como el estrés,
malnutricion, eventos ocurridos durante la lactancia, etc. Este es un mecanismo
mediado por hormonas esteroides y la induccion de apoptosis en los timocitos
corticales (Piscoya y Rodriguez, 1999). Cabe mencionar también que se ha
reportado que la proteina liberada del RE por estrés (calpaina), se ve involucrada en
procesos de senescencia celular (Garcia y Vecino, 2003).

Como se ha mencionado, la malnutricibon materna favorece al desarrollo de
patologias en su progenie, y una de ellas es la obesidad (Farias, 2015). Esta, es un
estado de estrés que podria estar favoreciendo la activacion de apoptosis en los
timocitos por diversas vias, ya sea por la activacibn de p53 o por sefiales
extrinsecas de muerte. Nuestros resultados mostraron mayores niveles de apoptosis
en la progenie del grupo MO. Un nivel mayor de apoptosis sugiere una disminucion
en la maduracion y diferenciaciéon de linfocitos T, ya sea por su activacién en la
seleccion positiva 0 negativa, o bien, por una posible involucion timica temprana,
dada por el aumento de adiposidad en el 6rgano.

La apoptosis tanto de timocitos como de linfocitos T maduros, también se puede
llevar a cabo por un mecanismo dependiente de glucocorticoides (GCs) (L6pez,
2012). Los GCs son esteroides provenientes de la glandula suprarrenal, que al
unirse a su receptor (GR), inducen la produccion de citocinas anti-inflamatorias.
Esto tiene estrecha relacion con la MO, ya que se considera como factor de
desarrollo de estados inflamatorios a nivel sistémico (Papapietro y Guerrero, 2017).
En el grupo MO podria estar alterada la via de sefalizacion de GCs o los GR, ya
gue con una mayor adiposidad hay un aumento de células inflamatorias por una
produccion elevada de IL-6, proteina C reactiva (PCR) y TNF-a asi como un
aumento de la concentracién plasmatica de GCs, durante el embarazo (Ghnenis,
Odhiambo, McCormick, Nathanielsz, et al., 2017)

Asi mismo, una produccion elevada de IL-6 y TNF-a se relaciona con una
deficiencia en la recepcion de leptina (Sanchez, 2005). Tanto los GCs como la
leptina se relacionan con la via de JAK2 / STATS3, que se ve inhibida y por tanto, se
lleva a cabo el proceso de apoptosis acelerando la aparicion de C3 y C9 (Liu, Gan,
Zhou, Jin, et al., 2015). Esto podria explicar la relacion entre el aumento de tejido
adiposo y la apoptosis en timocitos.

55



Asi mismo, dentro de la gestacion, ocurren modificaciones epigenéticas, tanto en el
DNA como en las histonas. Estas modificaciones tienen una funcion clave en el
desarrollo y diferenciacion celular, asi como en el registro de sefiales o factores
ambientales en condiciones fisiologicas y patolégicas (Casanello, Krause, Castro y
Uauy, 2015).

Los resultados arrojaron niveles menores de trimetilacion de la lisina de la histona
H4 en el timo del grupo MO en comparacion con el Ctrl. Los niveles altos de
H3K4me3 se asocian a la activacion de genes (Ruthenburg, Allis, y Wysocka, 2006)
y se ha encontrado que dicha marca se sitia cerca de regiones promotoras,
teniendo asi, un papel importante en la transcripcion de genes (Dambacher, Hahn y
Schotta, 2010). Por lo tanto, se puede sugerir que el grupo MO tiene una menor
transcripcion de genes que el Ctrl.

Para que se lleve a cabo la metilacion de K, se necesita de HMT y de grupos —CHs.
Estos grupos provienen de una dieta adecuada de folatos, metionina y
homocisteina; asi mismo, se ha reportado que dicha dieta tiene una correlacion
directa con el grado de metilacion de H y DNA (Castro, Krause, Uauy y Casanello,
2016), y es importante en el metabolismo de las células y la sintesis de proteinas,
por lo tanto es vital durante el crecimiento.

Ahora bien, las HMT que se especializan en la trimetilacion de la H3K4, son las que
cuentan con el Dominio SET. Una de ellas es la MLL2, y se ha observado in vitro
gue si se encuentra ausente, los niveles de Bcl-2 se reducen (Lubitz, Glaser, Schatft,
Stewart, et al., 2007). Asi mismo, la HMT SET7/9 se relaciona tanto con la H3K4,
como con una posible metilacion de p53 (guardian del genoma) (Qian y Zhou,
2006), siendo importante para su estabilizacion y actividad post-transcripcional que
es una proteina implicada en la reparacion de DNA. Si el dafio se repara, prosigue
el ciclo celular; sin embargo, si el dafio no puede ser reparado, la célula entra al
proceso de apoptosis 0 bien a la senescencia. Se sabe también que p53 tiene un
papel importante en la seleccion negativa de timocitos (Arango, Llanes, Diaz y
Faxas, 1997).

SET7/9 trimetila H3K4, dirigiendo selectivamente la expresion de genes diana p53,
estimulando asi la velocidad de ensamblaje del complejo de preiniciacion (PIC) de
transcripcion por la interaccion de H3K4me3 con la subunidad TAF3 del complejo
TFIID. En las células, el agotamiento de H3K4me3 impide el reclutamiento de TFIID
y RNApol Il en los promotores del ciclo celular regulados por p53, pero no tiene
efecto en el reclutamiento de promotores pro-apoptoticos de p53 (Moorefield, 2013;
Lauberth, Nakayama, Wu, Tang, et al., 2013); asi mismo, SET7/9, monometila en
K327 a p53 en respuesta al dafio en el DNA (Morgunkova y Barlev, 2006).

Asi pues, se podria inferir que al tener una disminucion en los niveles de metilacion
de H3K4, los niveles de apoptosis (C3 activa) se veran aumentados al tener una
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cantidad menor de proteinas anti-apoptoéticas (Bcl-2). Asi mismo, se podria ver
implicado p53, ya que puede estarse llevando a cabo una desregulacion de la
seleccidn negativa, o bien, como ya se habia mencionado, la senescencia timica
temprana (donde p53 juega un papel importante) en el grupo MO.

9. Conclusiones

Se llevo a cabo la estandarizacion para la obtencion de proteinas nucleares, donde
el protocolo mas sencillo y eficiente, fue el Laemmli 2X.

Se evaluaron los niveles de C3 activa y de trimetilacion de H3K4 en los timos de las
crias adultas de ratas con MO y ratas Ctrl mediante Western Blot, y se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos.

Se encontraron niveles elevados 4.33 veces de C3 activa en el grupo MO, asi como
una disminucion de 0.68 veces H3K4me3 con respecto al grupo Ctrl, y un pequefio
aumento de adiposidad en los timos. Con base en esto, se sugiere que la
disminucién de marcas epigenéticas aumenta la probabilidad de muerte celular
programada, ya sea de timocitos o bien de linfocitos T.

Estos resultados, concuerdan con la hipotesis de Barker, ya que se infiere que la
MO conlleva a una programacién epigenética del sistema inmune adaptativo en la
descendencia en edad adulta. Sin embargo, aun no se sabe si estos cambios
también se ven reflejados desde edades tempranas o bien hasta la senescencia.

10. Perspectivas

» Identificar y aislar las subpoblaciones de timocitos en el grupo Ctrl y MO.

» Determinar los niveles de proteinas anti y pro-apoptéticas en los timocitos,
para poder definir si su deficiencia o incremento es la que provoca un
aumento de apoptosis en timocitos.

» Determinar los niveles de GCs y de leptina para identificar si la HFD de la
madre es capaz de programar a los timocitos de su progenie a nivel
hormonal.

o Determinar los niveles de GR y de receptor de leptina para identificar si la

HFD de la madre es capaz de programar a los timocitos de su progenie a
nivel hormonal.
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» Determinar la cantidad de adiposidad en el timo en el grupo Ctrl y MO.

o Determinar los niveles de C3 activa y H3K4me3 en los timocitos a través del
tiempo (neonato, puberto, adulto y senescente), para definir si la
programacion se ve reflejada desde el nacimiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparaciéon de soluciones, Buffers de extraccion de proteinas

PBS 10X (1 L)
Tabla 6.Componentes y cantidades para la preparacion de 1L de PBS 10X.

Componente Cantidad
NacCl 80¢g
KCI 29
Na,HPO, 14.4 g
KH,PO, 249

Disolver los componentes en 800 mL de H,O miliQ en un agitador magnético, traspasar a
probeta de 1L y aforar con H,O miliQ a 1L; colocar la solucion en frasco de vidrio y
etiquetarlo. Refrigerar,

PBS 1X (500 mL)

Agregar 50 mL de PBS 10X y aforar con 450 mL de H,O miliQ en una probeta de
500 mL, agitar solucion y transferir a frasco de 500 mL, etiquetado. Refrigerar.

Buffer de lisis celular (Solucién de lisis A)

Tabla 7.Componentes y cantidades para la preparacion de 0.5 mLy 1 mL de
Solucién de lisis A (citoplasmay membrana).

Componente 0.5mL 1mL
Tris-HCI 200 mM pH 7.6 (20 mM) 50 pL 100 pL
NaCl 1M (100 mM) 50 pL 100 pL
NP- 40 (1 %) 5L 10 pL
EDTA 0.5 M (1 mM) 5puL 10 pL
Inhibidor de proteasas 25X (Roche) | 20 pL 40 uL
NazVO,4 200 mM (2 mM) 5 puL 10 pL
NaF 1 M (50 mM) 25 pL 50 pL
H,0 miliQ 340 pL 680puL
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Buffer de CHAPS (Solucion de lisis A.1)

Tabla 8.Componentes y cantidades para la preparacion de 0.5 mL y 1 mL de
Solucion de lisis A.1 (Buffer de CHAPS).

Componente 05mL | 1mL
Tris-HCI 200 mM pH 7.6 (20 mM) 50 uL | 100 pL
NaCl 1M (100 mM) 50 pL | 100 pL
CHAPS 10% (1 %) 50pL 100 pL
EDTA 0.5 M (1 Mm) 5puL 10 uL
Inhibidor de proteasas 25X (Roche) | 20 uL | 40 L
NazVO, 200 mM (2 mM) 5puL 10 pL
NaF 1 M (50 mM) 25puL | 50 pL
H,O miliQ 295 pL | 590 pL

Buffer de RIPA (Solucion de lisis A.2)

Tabla 9.Componentes y cantidades para la preparacion de 0.5 mL y 1 mL de
Solucién de lisis A.2 (Buffer de RIPA).

Componente ImL
Tris-HCI 200 mM pH 7.6 (20 mM) 100 pL
EDTA 0.5 M (1 Mm) 10 pL

NP- 40 (1 %) 10 pL
Deoxicolato de sodio 10% (1%) 100 pL
SDS 10% (0.1%) 10 uL
NaCl 1M (150mM) 150 L
Inhibidor de proteasas 25X (Roche) 40 UL
NazVO, 200 mM (2 mM) 10 pL
NaF 1 M (50 mM) 50 pL
H,O miliQ 520 pL
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Laemmli 2X con indicador de pH (Solucién de lisis nuclear A.3)

Tabla 10.Componentes y cantidades para la preparacion de 10 mL de Solucién
de lisis A.3 (Laemmli 2X con indicador de pH).

Componente 10 mL
Tris-HCI 1M pH 6.8 (65.8 mM) | 658 uL
Glicerol (26.3 %) 2630 pL

SDS 10% (2.1 %) 2100 L

Azul de bromofenol (0.01%) | 0.001 g

Disolver en H,O miliQ
Aforar a 10 mL
Guardar a TA

Laemmli 2X sin indicador de pH (Solucién de lisis nuclear B)

Tabla 11.Componentes y cantidades para la preparacion de 10 mL de Solucién
de lisis B (Laemmli 2X sin indicador de pH).

Componente 10 mL
Tris-HCI 1M pH 6.8 (65.8 mM) | 658 pL
Glicerol (26.3 %) 2630 pL
SDS 10% (2.1 %) 2100 pL

Disolver en H,O miliQ
Aforar a 10 mL
Guardar a TA

Solucién de lisis C (eritrocitos)

Tabla 12.Componentes y cantidades para la preparacion de 500 mL de Buffer
de lisis de eritrocitos.

Componente Cantidad
NH,CI 155 mM 419
KHCO3;10 mM 059
EDTA 0.1 mM 0.015¢g

Disolver los componentes en 300 mL de H,O miliQ en un agitador magnético, traspasar a
probeta de 500 mL y aforar con H,O miliQ a 500 mL; colocar la solucién en frasco de vidrio
y etiquetarlo. Refrigerar.
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Anexo 2. Preparacion de soluciones para preparacion de muestras
DTT 1M (5 mL)

Disolver en 5 mL de H,O miliQ, 0.771 g de DTT, traspasar a tubos Eppendorf en
alicuotas de 500 pL. Etiquetar y congelar.

Laemmli 5X (10 mL)

Tabla 13.Componentes y cantidades para la preparacion de 10 mL de Laemmli

5X.
Componente Cantidad
Tris-HCI pH 6.8 1M (164.5 mM) 1.645 mL
Glicerol (55.5 %) 5.55mL
SDS (5.25 %) 525 mg
Azul de bromofenol (0.025 %) 2.5 mg

Disolver el SDS en 2.5 mL de H,O miliQ, agregar los demas componentes y seguir
mezclando en agitador magnético, traspasar a tubo Falcon de 15 mL y llevar a 10 mL con
H,O miliQ y etiquetarlo.

Anexo 3. Preparaciéon de soluciones para electroforesis y transferencia
Buffer de electroforesis 10X (1L)

Tabla 14.Componentes y cantidades para la preparacion de 1L de Buffer de
electroforesis 10X.

Componente Cantidad
Tris (0.5M) 309
Glicina (1.92 M) 144 ¢g
SDS 20 % (1%) 50 mL

Disolver los componentes en 800 mL de H,O miliQ en un agitador magnético, traspasar a
probeta de 1L y aforar con H,O miliQ a 1L; colocar la solucion en frasco de vidrio y
etiquetarlo.

Buffer de electroforesis 1X (1L)

Agregar 100 mL de buffer de electroforesis 10X y aforar con 900 mL de H,O miliQ
en una probeta de 1L, agitar solucion y transferir a frasco de 1L, etiquetado.
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Tabla 15.SDS-PAGE: Gel separador acrilamida/bisacrilamida 15%

Componente 10mL (15%) 20mL (15%)
H,O miliQ 2.4mL 4.8mL
Tris-HCI 1.5M (pH 8.8) 2.5mL 5mL
Poliacrilamida-bisacrilamida 30% 5mL 10mL
APS 10% 100uL 200puL
TEMED 4uL 8uL

Tabla 16.SDS-PAGE: Gel concentrador acrilamida/bisacrilamida 5%

Componente 5mL (5%) 10mL (5%)
H,O miliQ 3.45mL 6.9mL
Tris-HCI 0.5M (pH 6.8) 1.25mL 2.5mL
Poliacrilamida-bisacrilamida 30% 0.850mL 1.7mL
APS 10% 50uL 100uL
TEMED 5uL 10pL

Buffer de transferencia 10X (1L)

Tabla 17.Componentes y cantidades para la preparacion de 1L de Buffer de
transferencia 10X.

Componente Cantidad
Tris (0.5M) 309
Glicina (1.92 M) 144 g

Disolver los componentes en 800 mL de H,O miliQ en un agitador magnético, traspasar a
probeta de 1L y aforar con H,O miliQ a 1L; colocar la solucion en frasco de vidrio y
etiquetarlo.

Buffer de transferencia 1X (1L)

Agregar 100 mL de buffer de transferencia 10X, agregar 200 mL de etanol absoluto
y aforar con 700 mL de H,O miliQ en una probeta de 1L, agitar solucion y transferir a
frasco de 1L, etiquetado. Refrigerar.
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TBS 10X pH 7,6 (1 L)

Tabla 18.Componentes y cantidades para la preparacion de 1L de TBS 10X pH

7.6.
Componente Cantidad
Tris (0.2M) 24.2¢g
NaCl (1.37 M) 809

Disolver los componentes en 700 mL de H,O miliQ en un agitador magnético, ajustar a pH
7,6 con HCI, traspasar a probeta de 1L y aforar con H,O miliQ a 1L; colocar la solucion en

frasco de vidrio y etiquetarlo. Refrigerar.

TBS-Tween (TBS-T) 500 mL

Agregar 50 mL de TBS 10X, aforar con 450 mL de H,O miliQ en una probeta de 500
mL, traspasar a un frasco de vidrio y agregar 0.5 mL de Tween 20, mezclar,

etiquetar. Refrigerar.

Anexo 4. Preparacion de soluciones, para Ab primarios

Azida de sodio 10% (100 mL)

Disolver en 100 mL de H,O miliQ, 10 g de azida de sodio. Para el manejo de este
reactivo, utilizar guantes, lentes de seguridad, cubrebocas y bata. Transferir a frasco
de 200 mL, etiquetado. Refrigerar.

Tabla 19. Asignacion de carriles para marcador de peso molecular (PM),
muestras, y Laemmli 5X; asi como, cantidades a cargar (Membrana A)

Carril 1 2 3 4 5

6

7

8

9

10

12 13 14 15

Mtra LT PM Ctrl1 MO1 Ctrl2 MO2

Ctrl3

MO3

Ctrls

MO5

Ctrie

Laemmli | Laemmli | Laemmli
MO4 5X 5X 5X

ul 2 15 35 23 40

26

40

40

23

40

40 40 40 40

L i 5X 38 25 5 17 0

0 0 0 0

Tabla 20.Asignacién de carriles para marcador de peso molecular (PM),
muestras, y Laemmli 2X; asi como, cantidades a cargar (Membrana B)

Carril 1 2 3 4 5

12 13 14 15

Mtra N PM Ctrl1 Ctri2 Ctrl3 Ctrl5

Laemmli | Laemmli | Laemmli
MO8 2X 2X 2X

pl 2 10 10 10 10

10 10 10 10

Laemmli 2X 8 0 0 0 0

0 0 0 0
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