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Introduccid

1. SINDROME METABOLICA

1.1 DEFINICIO

La Sindrome Metabolica, també coneguda com a Sindrome Metabolica X, Sindrome X,
Sindrome de Resisténcia a la Insulina, Sindrome de Reaven iCHAOS (Australia), es
caracteritza per la convergencia de diversos factors de risc cardiovascular en un sol subjecte.
Algunes de les caracteristiques més comunes son I'obesitat abdominal, la Diabetis tipus 2, la
resisténcia a la insulina i la hiperinsulinémia.

Les primeres descripcions de I'associacié entre la diabetis i diverses situacions cliniques
daten de la decada del 1920, encara que no va ser fins a finals de la decada del 1970 que es
va utilitzar el terme “Sindrome Metabolica” de forma comu per descriure Gnicament els
factors de risc associats amb la diabetis.

L’any 1988 Gerald Reaven va suggerir que aquests factors tenien tendéncia a trobar-se en un
mateix individu, en forma d’una sindrome que va denominar “X”, on la resisténcia a la
insulina constituia el mecanisme fisiopatologic basic (Reaven GM, 1988). Va proposar cinc
consequencies fonamentals, totes relacionades amb un major risc de malaltia coronaria,
cardiopatia isquémica, disfuncid ventricular esquerra i fallida cardiaca. Els components
originals de la Sindrome X de Reaven eren:

e Resisténcia a la captacid de glucosa mediada per insulina
¢ Intolerancia a la glucosa

e Hiperinsulinémia

e Augment de triglicerids a les VLDL

e Disminucié de colesterol tipus HDL

e Hipertensio arterial

Al llarg dels anys s’han anat afegint més components a la definiciéd d’aquesta Sindrome
(zavaroni 1, 1987), alhora que ha rebut les diferents denominacions.

El 1998 I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) va proposar la primera definicié unificada
per la Sindrome Metabolica.

Una segona definicié ve donada per |I'European Group for the Study of Insulin Resistance
(EGIR) el 1999 que més que en la Sindrome Metabolica, es centra en la Sindrome de la
insulinoresisténcia (Luquez HA, 2004).

Actualment existeixen dues grans definicions per la Sindrome Metabolica, proporcionades
per la International Diabetes Federation (IDF) (que assumim al llarg d’aquest treball pel fet
de ser més actual i d’ambit internacional) i I’American Heart Association (AHA) (que ha
millorat la definicié proporcionada per la US National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel Ill (NCEP)).

17 |
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Les definicions de I'IDF i 'AHA sén molt semblants entre si, encara que es diferencien
principalment en dos aspectes: 1) segons I'IDF, si I'lMC (index de massa corporal) > 30 kg/m2
es considera que hi ha obesitat central i no cal mesurar la circumferéncia de la cintura. No
obstant aix0, aquest parametre exclou qualsevol subjecte sense increment de Ia
circumferéncia de cintura si I'lMC<30, mentre que, en la definicid de I’AHA, la sindrome
metabolica es pot diagnosticar amb base a altres criteris; 2) I'IDF utilitza punts de tall
especifics geograficament per a la circumferéncia de la cintura, mentre que en la definicié de
I’AHA s’utilitza un conjunt de punts de tall per a la circumferéncia de la cintura,

independentment de la geografia (Laaksonen DE, 2002; Scheen AJ; Batsis JA 2007).

Definicid

oms EGIR IDF AHA
Criteri 1998 1999 2005 2005
Mesura de 'obesitat circumferéncia  Homes »30 Homes » 94 Especifica per cadaétnia ~ Homes > 102
de la cintura (cm) Dones > 85 ifo IMC > 30 kg/ m? Dones > 80 (BatsisJA, 2007) Dones > 88

TAG (mmol /1) Z17 z2.0 > 1.7 otractament *1.7 otractament per
espedfic per aquesta hipertrigliceridémia (acid
abnormalitat nicotinic | fibrats)

HDL-CE (mmol /I} Homes£0.9 <10 Homes= 1.03 Homes < 1.03

Dones=1.0 Dones= 130 Dones<13o
tractament especific per tractament per baix
aquesta abnormalitat HDL-CE (&cid nicotinic 1
fibrats)
Pressid Sanguinia (mm Hg) = 160 /80 z 140 /90 o tractament Sistdlica = 130 o distalica Sistblicaz 135 o distdlica
perhipertensio ? 85 o tractament previ = &5 o tractament amb
antihipertensius

Glucosa deju (sérum) (mmol /1 z7.0 z6.1{dnicament no = 5.6 o dizhetis = 5.6 0 tractament per

diabétics)

diagnosticada

glucémiaelevada

Resisténcia a la insulina

Captacid de glucosa per sota del
primer guartil de les dades resultants
de lz poblacié general

Requereix
hiperinsuliném ia en dejd

No necessari

Proteindria

Microalbumindria > 20 ug/min
index albimina/creatinina ? 20

mgfgr

Num. de criteris requerits

Intolerancia a la glucosa o diabetes +
dos dels seglients: pressio sanglinia,
dislipé mia (TAG o HDL-CE), obesitat,
proteindria

Resisténcia a la insulina
+ dos dels segiients:
hiperglucgmia,
hipertensid, dislipémia
(TAG o HDL-CE) i
obesitat central

Obesitat central + dos
criteris dels indicats

Tres criterisentre
qualsevols dels indicats

Figura 1. Principals definicions de la Sindrome Metabolica. OMS, Organitzacié Mundial de la Salut. EGIR,
European Group for Insulin Resistance. IDF, International Diabetes Federation. AHA, American Heart
Association. TAG, Triglicerids, HDL-CE, Colesterol HDL. [Taula adaptada de Batsis JA, 2007]

La Sindrome Metabolica ha assolit proporcions epidemiques a nivell mundial, i aix0 suposa
un greu problema de salut publica amb importants implicacions economiques. La prevalenga
de la Sindrome Metabolica es troba en creixement continu i afecta poblacions arreu del mén
independentment de la seva localitzacié geografica, sexe i edat (Batsis JA, 2007).
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La prevalenca mundial de la Sindrome Metabolica és del 20-30%, en un context on el
sobrepés infantil és del 12% i la poblacié obesa assoleix xifres del 29% (Cornier MA, 2008,
Grundy SM 2007; Alsaraj F, 2009; Eckel RH, 2010). Aquest augment en la prevalenga de
I'obesitat (BMI>30kg/m2) esta associat amb un augment en comorbiditats associades com
per exemple Diabetis tipus 2, elevada pressié sanguinia i malaltia coronaria isquémica (Mc
Millen, 2005).

Donat l'estret lligam que existeix entre la Diabetis tipus 2 i la Sindrome Metabolica,
I’epidemiologia sobre la diabetis és un factor a tenir en compte . La prevalenca de la Diabetis
tipus 2 I'any 2011 era del 7% sobre la poblacié global (www.idf.org/diabetes atlas 2012). La
projeccid és que l'augment en la prevalenca de la Diabetis tipus 2 en els paisos
desenvolupats sera d’un 42% (de 51 milions a 72 milions de persones afectades) I'any 2027,
mentre que en els paisos subdesenvolupats I'augment esperat és del 170%. Es a dir, es
passara de 84 milions a 228 milions de persones que desenvoluparan diabetis al llarg de les
properes dues décades (Herman WH, 2007).

Donat que la Sindrome Metabolica duplica el risc de patir una malaltia cardiovascular (quan
es compara amb la poblacié sense la Sindrome), es considera que és la responsable de més
de la meitat de les malalties cardiovasculars diagnosticades. Aquests valors incrementen
qguan es té en compte que la Sindrome Metabolica també s’associa amb el risc de patir
diabetis tipus 2, que per si mateixa ja implica un augment del risc de patir la Sindrome
(Grundy SM, 2008).

Existeixen factors genétics que es veuen potenciats pels factors adquirits. La geneética de la
Sindrome Metabolica és complexa. Es coneixen 44 loci associats amb I'obesitat en estudis
genomics i de lligament. Les regions 3p, 15p i 18q estan relacionades amb I'obesitat i la
diabetis. També la regid 7q, on es localitza el gen de la leptina, sembla estar associada amb
la hiperinsulinémia, la hipertensid i I'obesitat (Laclaustra Gimeno M, 2005).

L'augment rapid de la prevalenca dels desordres caracteristics de la Sindrome Metabolica
suggereix que l'ambient i els habits, més que la genética, poden tenir una influencia
important en aquesta epidemia (Patel MS, 2009; Wang X, 2013).

1.2 MECANISMES FISIOPATOLOGICS

En la fisiopatologia de la Sindrome Metabolica existeix un vincle entre totes les alteracions,
que sovint s’atribueix a la resistencia a la insulina, afavorida per I'laugment d’acids grassos
lliures relacionat amb el sobrepés. Aquest estat provoca trastorns en la utilitzacio de glucosa
cel-lular i produccié hepatica de glucosa. El metabolisme lipidic presenta també les
consequencies de la resisténcia a la insulina, que donen lloc a hipertrigliceridemia i
hipocolesterolémia HDL (caracteristiques de la Sindrome Metabolica). La hipertensid es
relaciona amb alteracions de la via de la insulina i la regulacié del sistema nerviés vegetatiu.
A més, tltimament s’ha relacionat la Sindrome Metabolica i la resisténcia a la insulina amb el
desenvolupament d’aterosclerosi i altres malalties, com el fetge gras no alcoholic i la
Sindrome d’ovari poliquistic (Laclaustra Gimeno M, 2005).

19 |



| Introduccié

1.2.1 RESISTENCIA A LA INSULINA

La resisténcia a la insulina es defineix com un defecte en I'accié de la insulina que provoca un
augment de la insulina basal per mantenir la glucemia en un rang normal. En termes
fisiologics es refereix a una inadequada captacié de la glucosa depenent d’insulina per part
dels teixits, en especial del fetge, muscul i teixit adipds.

Els mecanismes moleculars de la resisténcia a la insulina abarquen diverses i complexes
alteracions en la senyalitzaciéd de la insulina. A més, la regulacié normal de I'expressio i
sintesi d’adipoquines té un efecte important en la sensibilitat a la insulina (Zamora-Valdés D,
2004).

a) Senyalitzacid de la insulina

La via de la Fosfatidil-Inositol-3 Kinasa (PI3K) és el principal mecanisme pel qual la insulina
exerceix les seves funcions en el metabolisme de la glucosa i els lipids. L'altra via principal de
transduccié de la senyalitzacid per insulina, és la via de les MAP kinases (MAPk) que intervé
en la regulacid de la sintesi de proteines i enzims que regulen principalment el metabolisme
energetic.

En la via de la PI3K la insulina circulant s’uneix al seu receptor, que es fosforila i fa que
s’incorpori fosfat a un altra molécula anomenada IRS-1 (substrat del receptor d’insulina). El
IRS-1 fosforilat, s'uneix a la vegada a varies proteines anomenades SH2. Una de les proteines
SH2 és la Fosfatidil-Inositol-3 Kinasa (PI3K), a la qual fosforila i es forma el complex [IRS-1
PI3K]. Un dels efectors és Akt, que és reclutat a la membrana, i juntament amb la proteina
kinasa 1 depenent de 3-fosfoinositid (PDK1), es fosforila i s’activa. L’activacié d’Akt produeix
el seu efecte en diferents proteines de la via. Una d’aquestes proteines és Gsk3, que en la
seva forma no fosforilada inhibeix la sintesi de glicogen. La fosforilacié de Gsk3 per part de
pAkt inhibeix la seva funcié, de manera que té lloc la sintesi de glicogen (Hooper C,
www.abcam.com).

La insulina augmenta la captacié de glucosa al muscul i teixit adipds, inhibeix la produccié
hepatica de glucosa. Estimula la glucolisi, la lipogénesi, la glucogenesi i la sintesi de
proteines, i inhibeix la B-oxidacié d’acids grassos, la glicogenolisi i la proteolisi (Zamora-
Valdés D, 2004).

Per tant, la resisténcia a insulina sotmet als teixits a una inadequada accié lipogénica,

afavoreix la obesitat abdominal, la produccié a nivell hepatic de triglicerids, I'alliberacié de
VLDL i conseqiientment el desenvolupament de dislipidémia.
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. [Receptor Captacio de
Insuling | Insulina] glucosa

Sintesi / Sintesi ‘/ Gl‘ic“{‘,;" \’ Inhibicié

Lipids Proteines — s glucaneogenasi
. 5 [Translocacié
Sintesi Sintesi deGLlUT4 alz
7 membrana
Proteines Glicogen plasm it ica]

Figura 2. Via de senyalitzacié de la insulina. [Figura adaptada de Hooper C, Abcam].

b) Adipoquines i sensibilitat a insulina

Les adipoquines sén el conjunt de proteines produides pel teixit adipds. Entre elles
destaquen TNFo, IL-6, la resistina, la leptina i I'adiponectina, que afecten la sensibilitat a la
insulina, aixi com I'angiotensinogen i I'inhibidor de I'activador de plasminogen (PAI-1) que
tenen efecte sobre la vascularitzacié.

TNFo és reconegut com un mitjancer important de resisténcia a la insulina en obesitat.
S’expressa principalment en macrofags i linfocits. Els adipocits expressen tant TNFo. com el
seu receptor. En estats d’obesitat, I'expressié de ARNm de TNFo esta augmentada en teixit
adipds. En canvi, els nivells sérics sén normals. L’elevacié local de TNFo. es relaciona amb el
nivell d’hiperinsulinémia (Zamora-Valdés D, 2004).

IL-6 és secretada per cél-lules del sistema immune, fibroblasts, cél-lules endotelials, muscul
esquelétic, nuclis hipotalamics i teixit adipds. L'expressié de IL-6 pel teixit adipds esta
augmentada en estadis de resistencia a la insulina, a més, els seus nivells serics
correlacionen amb la hiperinsulinémia, sén predictors del desenvolupament de diabetis
tipus 2 i disminueixen amb la reduccié de pes (Zamora-Valdés D, 2004). IL-6 inhibeix la
senyalitzacié de la insulina en fetge de ratoli i és capa¢ d’augmentar els nivells circulants
d’acids grassos (Pittas AG, 2004).

La resistina és un hormona relativament recent descoberta (I’any 2001). Secretada

exclusivament pel teixit adipds, es coneix que circula en serum i els seus nivells es troben
augmentats en obesitat i estadis de resistencia a la insulina. Encara no es coneixen els
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mecanismes de senyalitzacié de la resistina ni les seves funcions. El que si que es coneix és
que bloqueja la senyalitzacié de la insulina en els principals teixits diana per la insulina (teixit
adip0s, fetge i muascul).

La leptina és secretada pel teixit adipds en proporcid al greix corporal. Inhibeix la ingesta
d’aliments quan la demanda calorica és suficient i activa la termogénesi. Estudis in vitro
demostren que podria tenir efectes reguladors directes sobre la senyalitzacié de la insulina
(Cohen B, 1996). Aixi mateix, individus obesos tenen concentracions plasmatiques altes de
leptina (Zamora-Valdés D, 2004).

L’adiponectina s’expressa més en teixit adipds subcutani que en teixit adipds visceral. Té
propietats antidiabétiques, antiinflamatories i antiaterogeniques. Es coneix que inhibeix la
lipogenesi i produeix un augment de I'oxidacié d’acids grassos. Els seus nivells plasmatics
guarden una forta relacié inversa amb el pes corporal i una forta relacié directa amb la
sensibilitat a la insulina, servint aixi com a indicadors de resisténcia a la insulina (Zamora-
Valdés D, 2004; Martin-Groner MS, 2012).

1.2.2 OBESITAT

Existeix una estreta correlacié entre la obesitat abdominal i els factors de risc que defineixen
la Sindrome Metabolica, especialment la hipertrigliceridémia, aixi com entre la obesitat i la
resisténcia a la insulina (Okosun IS, 2000).

La tendencia fisiologica és 'emmagatzematge de triglicerids en adipocits petits periferics.
Quan la capacitat d’aquestes cél-lules es sobrepassa, es produeix un augment del flux d’acids
grassos lliures cap a la circulacié esplacnica, que redueix la utilitzacié de glucosa pel muscul
esquelétic, estimula la produccié hepatica de lipoproteines de molt baixa densitat i glucosa, i
potencia la secrecié aguda d’insulina estimulada per la glucosa. L'efecte lipotoxic a les
cel-lules B del pancrees per part dels acids grassos lliures a llarg termini podria ser part del
nexe entre la obesitat, la resisténcia a la insulina i el desenvolupament de diabetis tipus 2
(Miranda PJ, 2005; Alegria E, 2008).

També s’ha comprovat que el diposit patologic pot realitzar-se en adipocits periférics
anormalment grans, tal i com es demostra en un estudi realitzat en indis pima. L'efecte de la
mida de I'adipocit en el risc a desenvolupar diabetis sembla ser independent i additiu a
I’efecte de la insulinoresistencia (Weyer C, 2000).

En els primers estadis de I'obesitat es produeix un increment de la massa de cél-lula beta per
compensar la resisténcia periférica a la insulina, pero si la obesitat persisteix, la hipertrofia
de la cel-lula B esdevé en una fallida i I'accié secretora compensatoria resulta inadequada.
L'obesitat s’associa molt sovint amb I'augment cronic dels nivells d’acids grassos,
intolerancia a la glucosa, hiperlipémia i hiperglucémia, que eventualment contribueix a la
disfuncié de la cél-lula B i una disminuci6 de la seva massa que caracteritza I'aparicié de
Diabetis tipus 2 en pacients obesos (McMillen C, 2005).
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1.2.3. DISLIPEMIA
Els cinc principals components de la dislipémia associats amb la Sindrome Metabolica son:

a) augment del flux d’acids grassos lliures

b) augment dels triglicérids

c) augment de lipoproteines de baixa densitat (LDL)
d) disminucid de lipoproteines d’alta densitat (HDL)
e) lipémia postprandial

La dislipémia en la Sindrome Metabolica és causada per la combinacié dels diferents
components descrits previament, pot tenir un efecte en el metabolisme general i s’ha
establert com un important factor de risc de malalties cardiovasculars.

a) Augment del flux d’acids grassos lliures

Probablement el defecte primari és la incapacitat del teixit adipds d’incorporar els acids
grassos lliures a triglicerids (esterificacié inadequada). La resisténcia a la insulina també
provoca una reduccid en la retencié dels acids grassos lliures en els adipocits. Aquestes dos
anomalies donen lloc a un increment del flux d’acids grassos lliures cap al fetge.

b) Augment de triglicérids
L'augment del flux d’acids grassos lliures des de la periféria cap al fetge, estimula la sintesi
hepatica de triglicerids, que a la vegada promou I'ensamblatge i secrecié de VLDL que

contenen triglicérids, aixi com la produccié d’Apo B al fetge.

La insulina suprimeix la formacié de grans particules de VLDL. Quan la resisténcia a la
insulina es produeix, es desencadenen els segilients dos esdeveniments:

- l'adipocit visceral és més sensible als efectes metabolics de les hormones
lipidiques i s’alliberen més acids lliures al sistema portal, que serveixen com a
substrat hepatic per a triglicerids i VLDL riques en triglicérids.

- augmenta la produccié d’Apo B, i com a conseqliéncia augmenta la sintesi i
secrecio de VLDL.

c) Augment de lipoproteines de baixa densitat
En condicions de hipertrigliceridémia, augmenta el nombre de VLDL riques en triglicérids.

Canvis conformacionals en la proteina Apo B fan que les VLDL no es puguin unir eficientment
als receptors de LDL i per tant allarguin el temps d’estada a la circulacid.
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Les proteines de transferencia d’ésters de colesterol substitueixen ésters de colesterol per
triglicerids en LDL i HDL. Les LDL riques en triglicerids sén un bon substrat per la lipasa
hepatica, que finalment genera LDL de petita densitat, que s’associen amb un increment del
risc cardiovascular.

d) Disminucid de lipoproteines d’alta densitat (HDL)

Sovint el colesterol HDL baix és considerat un efecte secundari de I'augment de triglicerids
de plasma, que indueix la proteina de transferencia dels ésters de colesterol a intercanviar
triglicérids per ésters de colesterol a les particules de LDL i HDL. Es formen particules HDL
riques en triglicérids i pobres en colesterol, que sén més propenses a ser catabolitzades.
Aquest mecanisme contribueix als baixos nivells de HDL.

e) Lipémia postprandial

En condicions de resisténcia a la insulina, els acids grassos lliures en estat postprandial
augmenten de forma progressiva. Els quilomicrons sén la principal lipoproteina postprandial.
La resisténcia a la insulina té dos efectes potencials en el metabolisme dels quilomicrons. En
primer lloc regula a la baixa I'expressié del receptor de LDL, i en segon lloc incrementa la
sintesi de colesterol hepatica i la secreci6 de VLDL. Aquests efectes incrementen la
competéncia entre els quilomicrons i els remanents de VLDL pels receptors hepatics, que en
ultima instancia dificulta I'absorcié de quilomicrons per aquesta via.

(Ruotolo G 2002)

1.2.4. INTOLERANCIA GLUCOSA

La intolerancia a la glucosa és una forma de prediabetis on I'individu té valors elevats de
glucosa postprandial en sang sense arribar als valors d’una diabetis tipus 2. Pel diagnostic
d’intolerancia a la glucosa, ’ADA recomana uns nivells de glucosa en deju entre 100 i 125
mg/dl i glucosa postprandial 140 mg/dl (2h després d’una ingesta de 75g de glucosa via oral)
pero sense arribar a 200 mg/dl.

| 24



Introduccid

Severitat de la Diabetis

v

[tolerancia a la glucosa alterada] [diabetes]

Resisténcia insulina

Produccio hepatica
de glucosa

Insulina endogena

Glucosa en sang
(postabsortiu)

Glucosa en sang (deju)

Insulina endogena

Complicacions microvasculars
Complicacions macrovasculars

4+— 4-7 anys —» T

Diagnostic de la Diabetis

Figura 3. Historia natural de la resisténcia a la insulina. Progressié des de
I'alteracio de la tolerancia a la glucosa fins la Diabetis tipus 2. [Figura adaptada
de Ramlo-Halsted BA, 2000]

1.2.5. DIABETIS TIPUS 2

La Diabetis tipus 2 apareix quan la secreci6 per part de la cél-lula B no permet compensar la
resisténcia a la insulina.

La cél-lula B és una de les primeres dianes de la programacié metabolica ja que part seu del
desenvolupament es dona al pancrees perinatal i depén de tres processos: neogenesi de les
cél-lules endocrines de I'epiteli del ducte pancreatic, proliferacié de les cél-lules
compromeses a la diferenciacié endocrina i proliferaciéd de les cel-lules endocrines en els
illots en desenvolupament (McMillen C, 2005). Per aix0, alteracions durant I'etapa perinatal,
on té lloc la proliferacié de la cel-lula beta, poden esdevenir el primer pas en I'aparicié de
diabetis en I'edat adulta.

D’altra banda, la fisiopatologia del desenvolupament de la Diabetis tipus 2 és complexa,
multifactorial, i es desenvolupa durant un periode de temps prolongat. Primer es fa visible la
resistéencia a l'accio de la insulina. La hiperglucemia té lloc després que la secrecid
pancreatica de la insulina esdevingui incapa¢ de proveir la suficient insulina per les
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necessitats metaboliques del cos. Sembla, que en cert punt la pérdua de control de la
glucosa en sang comenga a resultar en una intolerancia a la glucosa dietética que finalment
esdevé en diabetis.

Els vincles entre la Sindrome Metabolica i la Diabetis tipus 2 sén més forts que els que
existeixen en el cas de malalties cardiovasculars. Moltes persones que tenen la Sindrome
metabolica ja tenen Diabetis tipus 2. Pels qui ja tenen la Sindrome pero no tenen diabetis, el
risc de desenvolupar Diabetis tipus 2 és especialment alt (Shaw J, 2006).
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2. ORIGEN DURANT EL DESENVOLUPAMENT DE MALALTIES
DE L’ADULT

Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD)

La hipotesi de I'Origen Durant el Desenvolupament de Malalties de I’Adult (Developmental
Origins of Health and Disease, DOHaD) proposa que les condicions ambientals durant el
desenvolupament fetal i postnatal influencien la salut en I'edat adulta i tenen efectes
permanents sobre el creixement i el metabolisme. Es el que s’anomena programacio (Lucas
A, 1991; Gluckman P, 2007; Wang X, 2013).

L’objectiu principal de DOHaD ha esdevingut estudiar la relacié que existeix entre canvis
durant el desenvolupament i I'aparicié de malalties croniques en I’edat adulta (diabetis tipus
2, Sindrome Metabolica, esquizofrénia, osteoporosi, etc.). La recerca de DOHaD abasteix
multiples disciplines, incloent medicina, antropologia i salut publica.

El 1980, David Barker va definir una relacio entre el baix pes al néixer (low birthweight, LBW)
i la malaltia isquémica en I’adult. La relacié entre el baix pes al néixer i la malaltia en I'adult
va esdevenir la Hipotesi de Barker, que afirma que el baix pes al néixer i un augment de la
mida del cap eren indicadors d’una nutricid pobra o una aportacié insuficient d’oxigen
durant diversos estats de I’'embaras. La recerca encapgalada per Barker va concloure cap als
anys noranta amb la demostracié de I'associacié de la relacié entre I'ambient prenatal i el
risc de patir malalties en I’edat adulta (Barker DJ, 2004; Wadhwa PD, 2009).

Posteriors estudis relacionats amb la hipotesi de Barker van donar lloc al que actualment es
coneix com a Origen Fetal de la Malaltia de I’Adult (Fetal Origins of Adult Disease, FOAD).
Aquest paradigma contempla que canvis ambientals durant I'etapa fetal poden influenciar la
salut de I'adult a través de diversos mecanismes, incloent la plasticitat del desenvolupament,
la programacid fetal i 'epigenetica (Langley-Evans SC, 2006; Patel MS, 2009; Wadhwa PD,
2009). Posteriorment, aquesta idea va donar lloc al paradigma de I'Origen durant el
Desenvolupament de la Salut i la Malaltia (Developmental Origins of Health and Disease,
DOHaD), que emfatitza el rol tant de I'ambient prenatal com postnatal en el
desenvolupament, que pot influenciar la salut al llarg de la vida. Aquesta idea va arrelar
forga en la teoria de la historia de la vida, que proposa que un organisme ha de ser capag de
desenvolupar mecanismes adaptatius per tal de sobreviure en condicions suboptimes.
Aquests canvis adaptatius poden ser immediats, per tal de sobreviure a curt termini i
permetre la reproduccié de I'organisme, pero alhora poden suposar un cost en la salut a
llarg termini augmentant el risc de patir malalties croniques (per exemple Sindrome
Metabolica, Diabetis tipus 2, hipertensié, malalties cardiovasculars, esquizofrénia,
osteoporosi, sobrepés, obesitat, asma, etc.) (McMillen C, 2005; Gluckman PD, 2007).

El paradigma de DOHaD, estudiat al llarg dels ultims vint-i-cinc anys, reflexa idees que han
estat debatudes en el camp de la genética des de fa molts anys. El genetista James Neel
(1962) va suggerir la hipotesi del genotip estalviador (thrifty genotype hypothesis) com a
resposta a I'elevada taxa de diabetis observada en certs grups de poblacié. Ell proposava els
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gens com a principals responsables d’aquest fenomen. Com a retret d’aquesta idea, Hales i
Barker van proposar la hipotesi del fenotip estalviador (thrifty phenotype hypothesis),
emfatitzant la importancia de la plasticitat del desenvolupament en la variabilitat fenotipica.
En ultima instancia, aquesta hipotesi reconeix una interaccié entre I'ambient i els gens, que
té implicacions en la salut en I’edat adulta (McMillen C, 2005; Hu FB, 2011).

Un gran nombre d’estudis epidemiologics realitzats en humans, aixi com estudis
experimentals en animals demostren que I'ambient, i en particular la nutricid, té un paper
clau durant estadis primerencs del desenvolupament, contribuint a I’aparicié de la sindrome
metabolica en I'etapa adulta (Langley-Evans SC, 2006; Neu J, 2007; Patel MS 2010 Jimenez-
Chillaron, 2012; Wang X, 2013; Li G, 2013).

Koletzko et al. van demostrar que una dieta rica en proteina s’associa amb un increment de
pes en els primers anys de vida (Koletzko B, 2009). Aixi mateix, un augment de la ingesta
proteica durant la infancia es relaciona amb una composicié corporal desfavorable en
I'adolescéncia (Singhal A, 2010). A més, el creixement durant |'etapa postnatal més
primerenca s’associa amb alteracions de la pressié sanguinia i obesitat (Tzoulaki I, 2010). Es
important destacar que s’ha demostrat que la prevencio del sobrepés i/o obesitat durant la
infancia pot revertir els efectes adversos en I'edat adulta (Juonala M, 2011).

Diversos models animals donen suport a les observacions dels estudis epidemiologics. Un
augment de la nutricié durant I'etapa postnatal té consequéncies permanents en la salut
(Martin-Gronert MS, 2013). Aixi mateix, rosegadors exposats a sobrenutricid postnatal
mostren un augment de pes i de I'adipositat al deslletament, i esdevenen resistents a
insulina en I'edat adulta. En part, aquests efectes son mediats per resisténcia hipotalamica
(Davidowa H, 2007; Plagemann A, 1999; Li G, 2013). A més, s’ha descrit que la sobrenutricié
en ratolins durant etapes primerenques de la vida augmenta I'estrés oxidatiu i modifica la
funcio cardiovascular (Renovato M, 2008; Habbout A, 2013).

En resum, es coneix que durant I'etapa postnatal la interelacidé entre la nutrico, el patré de
creixement i el metabolisme és crucial alhora de determinar la salut al llarg de la vida (Neu J,
2007). Tot i aix0, els mecanismes responsables de la programacié primerenca del fenotip
encara son forca desconeguts.
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3. HERENCIA TRANSGENERACIONAL: EPIGENETICA

S’ha proposat que un mecanisme general a través del qual determinades exposicions durant
|'etapa perinatal es relacionen amb canvis fenotipics en I'etapa adulta és |'alteracié dels
patrons epigenetics, que s’encarreguen de manifestar la informacié emmagatzemada en el
genoma (Gluckman PD, 2004; Gluckman PD, 2007, Jirtle RL, 2007).

El terme “epigeneética” s’utilitza per fer referéncia, a I'estudi de la regulacié heretable de
I’expressid génica sense canvis en la sequiéncia de nucleotids (Berger SL, 2009).

Dos dels fenomens epigenétics més estudiats en mamifers son la inactivacié del cromosoma
X i I'impronta genomica. La regulacié epigenetica també es troba implicada en I'expressid
genica especifica de teixit i en el silenciament d’elements repetitius (transposables), inhibint
la seva replicacio i transposicid, i per tant prevenint la seva mutagénesi insercional (Jirtle RL,
2007).

La regulacid epigenética es pot donar per canvis en la conformacié de la cromatina segons la
interaccio d’aquesta amb les histones. Es tracta d’un nivell clau de regulacio, ja que I'estat en
el que es trobi la cromatina determina el moment, el lloc i la forma en qué un gen
s’expressa. Si la cromatina es troba condensada, els elements de transcripcié no poden
accedir a ’ADN, i per tant, el gen no es transcriu; és a dir, es troba silenciat. Per contra, si la
cromatina no es troba condensada, els activadors de la transcripciéd es poden unir a les
regions promotores perque pugui tenir lloc la transcripcid del gen. Aquesta és una de les
formes de regulacié del genoma.

Existeixen tres processos epigenetics de regulacié del genoma:

- metilacié de 'ADN
- modificacié de les histones
- ARN no codificants

En general, la metilacié de I’ADN esta implicada en el silenciament de gens a llarg termini,
mentre que la modificacié d’histones té un efecte més flexible i a curt termini. Tot i aixo,
existeix una interrelacié entre mecanismes.

També existeix una certa interaccid entre mecanismes genetics, no genetics i epigenetics.
Per exemple, un polimorfisme (factor genétic) que introdueixi una possible diana de
metilacié de I’ADN (factor epigeneétic), un dinucleotid CG, o un lloc d’unié d’un factor de
transcripcidé al promotor de NDUFB6, s’associa a un augment de metilacié de I’ADN, una
disminucié de la seva expressid génica i conseqientment una disminucié de I'activitat
metabolica amb I'edat (factor no genetic) (Ling C, 2009).
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3.1 HERENCIA EPIGENETICA

Els canvis epigenéetics poden ser heretats en cel-lules somatiques, proporcionant aixi un
mecanisme a través del qual I'ambient afecta I'epigenoma a llarg termini. L’alteracié dels
patrons epigenetics pot augmentar el risc de desenvolupar malalties (Gluckman PD, 2009).
Nombrosos estudis realitzats en animals i humans suporten aquesta hipotesi en el context
DOHaD (Jirtle RL, 2007).

A més, I'herencia epigenetica té lloc si I'alteracid en I'epigenoma es produeix en cél-lules de
la linia germinal. Hi ha evidencies de que algunes modificacions epigenétiques poden
mantenir-se estables durant la meiosi i les primeres divisions del zigot i transferir-se a la
segiient generacio filial. Aixi doncs, en I’heréncia transgeneracional es dona la transmissio
d’un tret biologic (fenotip) a les seglients generacions a través de la linia germinal.

3.2 INFLUENCIA AMBIENTAL

Les pertorbacions ambientals poden produir modificacions epigenétiques, i per tant,
promoure canvis en I'expressié genica. Fins al moment, s’ha descrit aquest efecte en tres
tipus de dianes genomiques: gens “housekeeping”, elements transposables propers a gens
amb epial-lels “metastables” i elements reguladors de gens improntats. Es tracta de dianes
genomiques que conten regions riques en illes CpG (regions amb alta concentracié de
citosina i guanina), que es poden trobar metilades o desmetilades respecte I'estat normal de
metilacio (Jirtle RL, 2007).

Aixi doncs, factors ambientals poden modificar I'epigenoma, i aquests canvis poden ser
heretats de forma transgeneracional afectant de forma potencial la salut de les generacions
futures (Gluckman PD, 2004; Pembrey ME, 2006; Jirtle RL, 2007; Burdge GC, 2010).

Durant la gametogenesi (diferenciacié de les cél-lules germinals en I'adult), les ceél-lules
germinals perden la metilacié de I’ADN abans de migrar cap a les crestes genitals, on
s’establiran de nou els patrons de metilacié (abans del naixement en cél-lules germinals
masculines i després del naixement en cél-lules germinals femenines) (Song F, 2009;
Gluckman PD, 2009). L’heréncia d’un fenotip modificat per factors ambientals té lloc durant
la gametogénesi. La reprogramacidé epigenética de la linia germinal té lloc durant la
gametogenesi, encara que els mecanismes a través dels quals té lloc es desconeixen (Jirtle
RL, 2007; Gluckman PD, 2009). L'efecte global de la desmetilacié del genoma és produir
cél-lules pluripotents on tots els gens siguin potencialment actius a nivell de transcripcid. La
pérdua de pluripoténcia, la diferenciacid cel-lular i la maduracié funcional del teixit depenen
dels canvis en I'estat de metilacié dels promotors dels gens en els diferents estadis del
desenvolupament (Burdge GC, 2010).

En termes generals, la transmissié de la informacié de I'ambient a la seglient generacié a
través de la linia germinal femenina, pot tenir lloc a través de la placenta o dels cromosomes
de I'ovul. En canvi, en la linia germinal masculina, la informacié ancestral és transmet a
través dels cromosomes I'esperma (Pembrey ME, 2006; Jirtle RL, 2007).
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Hipotesi i objectius |

La nutricié durant les primeres etapes de la vida és un factor clau en la programacié del
metabolisme adult. Alteracions nutricionals durant I'etapa postnatal determinen el
desenvolupament de trets caracteristics de la Sindrome Metabolica, no tan sols en I'adult,
siné també en la seva descendéncia.

Amb I'objectiu principal d’aprofundir en el coneixement de I'origen neonatal de la Sindrome
Metabolica en I'adult, aquesta tesi té com a objectius especifics:

1. Desenvolupar i caracteritzar un model animal de sobrenutricid6 neonatal que
desenvolupi la Sindrome Metabolica en I'adult.

2. Estudiar els mecanismes moleculars subjacents a I'associacid entre la sobrenutricio
neonatal i la Sindrome Metabolica en I'adult.

3. Avaluar I'heréncia transgeneracional del fenotip.



| Hipotesiiobjectius
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Materials i Métodes |

1. MODEL ANIMAL | EXPERIMENTS IN VIVO

1.1 MODEL ANIMAL ON

L’especie animal utilitzada per generar el model de treball és Mus musculus, de la soca ICR
(CD1) adquirits a Harlan Laboratories (Italia) i mantinguts a les instal-lacions de I'estabulari
de I'Hospital de Sant Joan de Déu, Universitat de Barcelona. Seguint les condicions
d’estabulacié del servei, els ratolins segueixen un cicle de 12h de llum-foscor a una
temperatura constant de 22 2C i s’alimenten amb una dieta murina estandard (2014 Tekland
Global, Harlan Iberica, Barcelona, Spain). L’accés al menjar i I'aigua és lliure, excepte en els
protocols que requereixen deju. Tots els protocols aplicats han estat aprovats préviament
pel Comite Etic d’Experimentacié Animal de la Universitat de Barcelona (CEEA).

Es creuen ratolines verges de 2 mesos d’edat de la soca ICR amb mascles verges de la
mateixa soca i edat. Al part, s’ajusta el nombre de cries /mare a 8 en els grups control (C) i 4
en els grups de sobrenutricié (ON). Les cries d’ambdds grups sén alletades Iliurement per la
mare i constitueixen la generacié parental FO.

A les 3 setmanes de vida es realitza el deslletament, de manera que tant les cries del grup
control (C) com el grup de sobrenutricié (ON) son apartades de la mare i redistribuides en
grups de 6 animals /gabia.

Els mascles dels grups C-FO i ON-FO es creuen, als 2 mesos de vida, amb noves femelles
verges per donar lloc a la generacié F1. Al part, les ventrades d’ambdds grups s’ajusten a 8
cries /mare. Es a dir, contrariament al que passa a la generaci6 parental FO, els mascles del
grup ON-F1 no s6n exposats a sobrenutricio.

La generacid F2 s’obté seguint el mateix protocol, utilitzant mascles de la generacio F1.

Els estudis es duen a terme en mascles d’edats compreses entre els 8 dies i els 4 mesos
d’edat.

1.2 MESURA DE LA INGESTA

En animals de 4 dies de vida, la separacid de les cries de la mare durant 1 hora permet
aconseguir una situacié basal del seu pes. Durant aquest periode, es manté la temperatura
dels animals amb I'ajuda d’una manta térmica. A continuacié els animals sén pesats (PO0),
reintroduits a la mare i alletats lliurement. Al cap de 1 h d’haver estat reintroduits es torna a
mesurar el pes (P1). El calcul de la ingesta es du a terme a través de la diferéncia de pes (P1-
PO) en aquest interval d’una hora.

Als 4 mesos de vida, el calcul de la ingesta és fa a través del guany de pes en un interval de

temps. Els animals son exposats a un deju previ de 4 h abans de prendre la mesura basal del
pes.
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1.3 TRACTAMENT AMB 13C-ACETAT

El tractament amb 13C-Acetat permet la incorporacié de 13C marcat a |'organisme dels
animals per analitzar la incorporacio a acids grassos.

Al dia postnatal 21 i durant 96 h, s’afegeix 10 mg [1-13C]-Acetat (Isotec, Miamisburg, OH) /gr
d’aigua tant en el grup C com ON. Part d’'ambdues cohorts s’estableix com control negatiu,
és a dir, no reben [1-13C]-Acetat. L’accés a 'aigua és lliure per tots els grups.

Es recull una gota de sang de la cua en paper de filtre cada 12 h, és a dir, a temps 0, 12, 24,
36, 48, 60, 72, 84 i 96 h. Aixi mateix, a temps 0i 96 h es mesura el pes, la glucemia i es recull
serum. Finalment, el sacrifici té lloc en condicions de deju (12-16 h), i s’extreu serum i teixits
(fetge, teixit adipds i muscul).

1.4 TEST FISIOLOGICS

1.4.1 TEST DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A LA GLUCOSA (ipGTT)

Aquest test s’utilitza per analitzar la capacitat de captacio i metabolitzacié de la glucosa. En
resposta a un bolus de glucosa, un animal sa recupera els nivells basals de glucosa circulant
en dues hores.

El test es realitza en animals préviament dejunats 12 h . Després de fer una lectura basal dels
nivells de glucosa circulant, aixi com una extraccié prévia de sérum (condicié deju), es
realitza una injeccié intraperitoneal de 2 gr de glucosa /kg de pes corporal (Glucocemin 33%,
B.Braun). A continuacié es prenen lectures dels nivells de glucosa a temps 15, 30, 60, 90 i
120 min. A temps 30 min es repeteix I'extracci6 de sérum.

La sensibilitat de la insulina es mesura a través de I'index HOMA-IR, que utilitza els valors de
glucosa (mg/dl) i insulina (uUU/ml) en sérum en condicions de deju, seguint el model
matematic HOMA-IR = Glucose x Insulin /405. Aixi mateix, pel calcul de la secrecié d’insulina
s’utilitza la relacié Alnsulinzg.o min /AGlucosesg.o min, 0N els valors d’insulina i glucosa s’obtenen
de les mostres de sérum de I'ipGTT.

1.4.2 TEST DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A LA INSULINA (ipITT)

Aquest test indica la capacitat que tenen els teixits sensibles a la insulina de captar glucosa
en resposta a un bolus d’insulina. En un animal sa, els nivells de glucosa disminueixen en
resposta a la insulina de forma més sostenible que en un animal que presenta resisténcia a
lainsulina o diabetis.

El test es realitza en animals previament dejunats 4 h. Aquest dejuni permet normalitzar els

nivells de glucosa fins nivells basals que alhora evitin hipoglucémia en resposta a
I"administracié d’un bolus d’insulina. Es realitza una lectura dels nivells basals de glucosa
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circulant. A continuacio s’injecta de forma intraperitoneal, 1 U /animal de insulina (Insulina
Lispro, Humalog®, Lilly) previament diluida 1:500 en sali fisiologic. Es prenen lectures dels
nivells de glucosa a temps 15, 30, 60, 90 i 120 min.

1.4.3 TEST DE PRODUCCIO DE GLUCOSA A PARTIR DE PIRUVAT

L'objectiu d’aquest test és I'estudi de la capacitat gluconeogenica. Es realitza en animals
dejunats 12 h, i consisteix en la injeccid intraperitoneal de 2 gr de piruvat (NaPyr, Sigma) /kg
de pes corporal, diluit al 33% p/v en PBS. A més de una mesura de glucémia a temps 0
(mesura basal), es prenen mesures a temps 15, 30, 60, 90 i 120 min.

1.4.4 TEST DE SINTESI DE LIPOPROTEINES

El Tyloxapol és una substancia que bloqueja I'activitat lipolitica inhibint la lipoproteina lipasa.
L'augment de triglicérids durant un interval de temps posterior a I'administracié de
Tyloxapol correspon a lipoproteines de nova sintesi. S’ha utilitzat doncs, per estudiar la
produccié de lipoproteines al llarg del temps.

L’assaig s’ha dut a terme en animals préviament dejunats 4 h (a fi de normalitzar condicions;
un deju excessiu inhibeix la sintesi de lipoproteines). Abans de comengar I'experiment es
pren una mesura de la glucémia i es recull serum per establir els valors basals. Els animals
reben una injeccié intraperitoneal de 500 mg Tyloxapol (Sigma) /kg de pes corporal, diluit al
11% p/v en PBS. A temps 90 i 180 min es repeteix la mesura de la glucémia i recull de sérum,
que sera utilitzat posteriorment per mesurar el contingut de triglicérids (analeg de la
produccié de VLDL).

1.4.5 TEST DE SENSIBILITAT PERIFERICA A LA INSULINA

Es tracta d’un assaig per estimar la capacitat d’activacié de la via de la insulina en resposta a
un bolus de la hormona. Animals dejunats 12 h i préviament anestesiats reben 1U /animal
de insulina (Insulina Lispro, Humalog®, Lilly) a través de la vena aorta. Es mantenen en vida
durant 1 minut (per permetre la circulacié de la hormona injectada) i a continuacid s’extreu
la sang per puncié cardiaca, aixi com els segilients teixits (guardant I'ordre): fetge, teixit
adipds i mascul.

1.5 PRESA DE MOSTRES

1.5.1 OBTENCIO DE SERUM

De forma general, I'extraccidé de sang es fa mitjangant una incisié a la part distal de la cua de
I"animal. Es recullen uns 20-30 ul de sang en un microvette o tub capil-lar (Sarstedt). En els
experiments a punt final, la sang s’extreu per puncio cardiaca i es recull en un eppendorf.
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En ambdds casos, el serum s’obté després de centrifugar les mostres 10 min a 5000 rpm a 4
oC, i és manté congelat a —20 2C fins al moment de la determinacid dels diferents
parametres.

1.5.2 OBTENCIO DE TEIXITS
Durant els diferents experiments, els teixits recollits sén: fetge, teixit adipos epididimal,
muscul (gastrocnemi). Un cop extrets, els teixits sén pesats i congelats rapidament en N,

liquid i conservats a —80 2C fins al seu analisi.

En el cas del fetge, els diferents lobuls s’utilitzen sistematicament pels mateixos analisi
(Figura 4).

lobull — RNA

histologia #—— lobul

proteina @— Iobul 4 lobul5 —# altres

Figura 4. Presa de mostres del fetge.

1.5.3 EXTRACCIO | AILLAMENT DE ILLOTS PANCREATICS

S’han extret illots pancreatics de ratolins adults a fi d’estudiar en condicions in vitro la
secrecié d’insulina estimulada per glucosa.

Protocol d’extraccid

- Anestesiar I'animal amb isofluora abans de procedir al desnucament

- Col-locar I'animal en posicié decubit supi i rentar I'abdomen amb etanol per evitar la
interferéncia dels péls durant la disseccié

- Obrir la cavitat intraperitoneal i apartar els organs a fi de localitzar el coledoc o
conducte biliar comu

- Col-locar un “clamp” al colédoc en la seva part més distal, a fi d’'interrompre la
connexié amb l'intesti

- Perfundir el pancrees injectant a la part proximal del colédoc (la més propera al
fetge) 0,5 mg liberasa (Liberase TL, Roche) /animal, en un volum final de 2 ml de
medi de cultiu M199 (Invitrogen) sense FBS. Utilitzar una agulla G29

- Disseccionar i extreure el pancrees, i col-locar-lo en un falcon de 50 ml amb 10 ml de
M199-FBS
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Protocol d’aillament

- Incubar els pancrees 24 min a 36 2C

- Col-locar els tubs en gel, a fi d’aturar la reaccié de digestié i afegir medi M199
suplementat amb FBS 10 % fins a un volum de 35 ml. Homogeneitzar el contingut
dels tubs per agitacio

- Centrifugar 1.5 min a 1200 rpomi 4 °C

- Descartar el sobrenedant, i repetir el pas anterior 2 vegades

- Afegir 10 ml M199+FBS i pipetejar fins homogeneitzar el contingut del tub

- Filtrar I'extracte a través d’un filtre de 400 um i recollir el filtrat en un nou falcon de
50 ml

- Rentar les parets del falcon utilitzat préeviament amb 10 ml de M199+FBS i filtrar de
nou el contingut en el mateix falcon de recol-leccié

- Centrifugar 5 min a 1400 rpm i 4 2C

- Descartar el sobrenedant

- Afegir 13 ml de Histopaque (Sigma) i homogeneitzar amb I'ajuda de la pipeta [donat
que I'Histopaque és toxic, s’ha de treballar amb agilitat]

- Afegir, amb molta cura i amb I'ajuda d’una pipeta pasteur, medi M199+FBS fins a 25
ml. No agitar els tubs per evitar trencar les fases del gradient

- Centrifugar 24 min a 2500 rpm i 4 2C, amb acceleracié i desacceleracio 0

- “Pescar” els illots de la interfase entre el medi i I'Histopaque amb I'ajuda d’una
pipeta pasteur, transferir-los a un nou falcon i afegir medi M199+FBS fins 45 ml

- Rentar els illots tres vegades segons les segiients condicions:

2.5 min, 1400 rpm, eliminar sobrenedant fins 25 ml
2 min, 1300 rpm, eliminar sobrenedant fins 25 ml
1.5 min, 1200 rpm, eliminar sobrenedant fins 25 ml

- Afegir medi M199+FBS fins 45 ml i deixar sedimentar els illots durant 6 min

- Repetir la sedimentacié gravitatoria 3 vegades

- Eliminar sobrenedant fins 20 ml i transferir els illots a una placa de Petri

- Amb l'ajuda d’una pipeta i una lupa binocular, procedir a la pesca dels illots
distingint-los per la seva forma esférica, color blanc i marge refringent

1.6 ANESTESIA | EUTANASIA

De forma general, per I'anestésia de ratolins ICR (CD1) s’utilitza isofluora (Forane, Abbot)
administrat a demanda de forma inhalada. En alguns experiments, com en el cas de I'assaig
de sensibilitat a la insulina, s’utilitza 6 ml pentobarbital sodic (Dolethal, Vetéquinol) /kg de
pes corporal diluit 1:5 en aigua destil-lada i administrat intraperitonealment.

En el punt final dels experiments, I'animal és sacrificat per dislocacié cervical en els casos on

és necessaria la recollida de mostres, o bé intoxicacié amb CO, quan es vol desestimar el cos
de I'animal.
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2. TECNIQUES DE CULTIU CEL-LULAR | EXPERIMENTS IN
VITRO

2.1 SECRECIO D’INSULINA ESTIMULADA PER GLUCOSA

Per aquest assaig in vitro on s’utilitzen illots frescos obtinguts mitjangant el protocol
d’extraccid i aillament d’illots pancreatics (descrit en I'Apartat 1.5.3). L’objectiu de I'assaig és
estudiar la capacitat de secrecié d’insulina en resposta a glucosa per part de la céllula .

S’utilitza medi KRB, de composicié: 125 mM NaCl, 5.6 mM KCl, 1.28 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,
i 25 mM HEPES. Vf 1LpH 7.4

- Dipositar els illots en una placa de petri de 3 cm de diametre amb 5 ml de KRB + 2.8
mM glucosa (D-(+)-glucose solution 45 %, Sigma), i incubar 1 h a 372C

- Col-locar 15 illots/eppendorf amb 0.5 ml de KRB + 2.8 mM, 5.5 mM o 16.5 mM de
glucosa. Incubar 1 h a 372C amb els eppendorfs destapats per facilitar I'intercanvi de
gasos. Agitar els eppendorfs cada 10 min

- Recollir300 ulde medialh

- Rentar amb PBS. Centrifugar 30 s 250 rpm. Descartar medi i guardar els illots a —80 2C
(per quantificar proteina i normalitzar els valors de secrecid)

3. TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR
3.1 PREPARACIO | ANALISI DE ARN
3.1.1 EXTRACCIO DE ARN

L’extraccié d’ARN s’ha realitzat a partir de teixit congelat immediatament després de la seva
extraccié en nitrogen liquid i posterior manteniment a —802C. Durant la purificacio, la
manipulacié de I’ARN s’ha fet en fred (treballant sobre gel) amb material autoclavat i aigua
DEPC per eliminar la possibilitat de degradacié per RNAses.

- Afegir 1 ml Trizol (TRI Reagent®, Sigma)/ 50-100 mg de teixit

- Homogeneitzar el teixit amb I'ajuda d’un politrd (Polytron PT 2100, Ciberdem) fins
que quedi totalment disgregat

- Afegir 0.2 ml cloroform (Sigma), agitar bé i incubar 5 min a temperatura ambient

- Centrifugar 15 min a 12000 rpm i 4 °C

- Pipetejar (2x100ul) la fase superior en un nou eppendorf i afegir 0.5 ml isopropanol
(Sigma). Agitar bé per inversid i incubar 10 min a temperatura ambient

- Centrifugar 10 min a 12000 rpm i 4 °C

- Rentar x2 el pellet amb 1ml EtOH 75 %

- Centrifugar 10 min a 12000 rpm i 4 °C

- Descartar el sobrenedant i deixar secar els pellets

- Resuspendre amb 20 ul d’ aigua DEPC
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Amb I'ajuda d’un nanodrop (Spectrophotometer ND1000; software ND1000 v3 5.2) es
determina I'absorbancia a A 260 i es calcula la concentracié de la mostra segons la férmula:

[ARN] (ug/ul) = A260 x 40 /ul ARN total

La puresa de la preparacié d’ARN es valora segons les relacions A260 /A280 > i A260 /230 >
2-2.2. Relacions inferiors sén indicatives de contaminacié per proteines o substancies
aromatiques (fenol, etc).

3.1.2 OBTENCIO DE cDNA PER RETRO-TRANSCRIPCIO DEL mRNA

A partir de 1 ug d’ARN total diluit en un volum final de 20 ul (la quantitat recomanada és de
I'ordre de 100 ng — 5 ug d’ARN total), amb 0.5 ug hexamers aleatoris com a encebadors,
retrotranscriptasa MLV-RT i reactius de Promega, seguint el protocol descrit a continuacio,
s’obté una poblacié de cDNA corresponent al mRNA total de la mostra.

1 ug ARN
0.5 ug hexamers aleatoris (random primers)
en un volum final de 10 ul H,0, 5 min a 70 ¢C

afegir a la mescla anterior

1 ulRNAinh

1 ul MLV-RT

1 ul dNTPs

4 ul Buffer 5X

2 ul Hzo

i col-locar en un termociclador (DNA Engine, Peltier Thermal Cycler — BioRad),
durant 1 ha37°C

3.1.3 ANALISI DE cDNA PER PCR QUANTITATIVA A TEMPS REAL (qRT-PCR)

La tecnica de PCR (Polymerase chain reaction, reacci6 en cadena de la polimerasa)
quantitativa o a temps real (qPCR) permet observar I'amplificacié dels diferents transcrits al
llarg dels cicles i fer-ne una quantificacid. Existeixen diverses formes per tal de fer aquest
seguiment amb diferents fluorofors i encebadors. S’ha utilitzat com a fluorofor SYBR Green
(SYBR® Green Jump Start™ Taq ReadyMix™, Sigma), que s’uneix a la doble cadena d’ADN. La
fluorescéncia que s’observa és proporcional a I'amplificacié del transcrit.

Quan es passa cert limit de fluorescencia (threshold), es considera que el gen d’estudi és
s’expressa, i el cicle en el que aixo succeeix es defineix com Ct (threshold cycle). Per establir
un punt de tall on es considera que el gen d’interés no es present en la mostra, s’aplica
I'algoritme que de forma automatica executa el programa SDS (Sequence Detection System,
sistema de deteccié de seqliencies d’Applied Biosystems), el qual es basa en seleccionar un
punt suficientment elevat per diferenciar entre el soroll de fons i un suficientment baix per
no arribar al limit de saturacid (fase exponencial del senyal).
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En cada pou de placa de 96 (Applied Biosystems) es du a terme la reaccié d’amplificacié per
un gen i una determinada mostra. Es fan duplicats de mostra. El contingut de cada pou és el
seglent:

10 ul SYBR Green
(SYBR® Green Jump Start™ Taq ReadyMix™, Sigma)
0.06 ul encebador L
0.06 ul encebador R
7.88 ul H,0 destil-lada
2 ul cDNA

Els encebadors per als diferents gens d’estudi (veure Annex 1) han estat dissenyats amb
I’ajuda del programa Primer Output 3.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3).

El termociclador utilitzat per dur a terme la reaccié d’amplificacié és ABI Prism 7500 Real
Time PCR System i el software 7500 Software v.2.0.4 (Applied Biosystems), amb el protocol
descrit a continuacio:

1 min 50°¢°C

2 min 95¢2C

40x: 15s 95 oC (desnaturalitzacio)
1 min 60 oC (anellament i extensid)
15s 95°¢C

(corba de dissociacié segons condicions de 7500 RT PCR System)
Tot i que la tecnica permet la quantificacié absoluta d’'un determinat cDNA (mRNA) en
termes de numero de copies (si es fa servir una recta patré), s’han determinat els valors
relatius al grup control, segons el calcul de la AACt. Aixi, els calculs realitzats per determinar
el contingut de cDNA (mRNA) relatiu al grup control sén:

ACt = Ct gen d’estudi — Ct gen normalitzador

AACt = ACt mostra problema - ACt mostra de referéencia

Quantitat relativa de mRNA = 2 EXP(-AACt)

On el gen normalitzador s’expressa de forma homogeénia en les diferents mostres emprades.
En aquesta tesi s’utilitza com a gen normalitzadior la ciclofilina (Cyclophilin) o I’Actina (Actb).

3.2 ANALISI DE PROTEINES

3.2.1 PREPARACIO D’HOMOGENATS

L’estudi del contingut proteic es du a terme en condicions desnaturalitzants. Per I'extraccié
proteica s’utilitza el Lysis Buffer (descrit a I’Annex 1).
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- Pipetejar 1 ml de Lysis Buffer en un Douncer i afegir 100 mg de teixit preservat en neu
carbonica

- Homogeneitzar la mescla i transferir a un eppendorf amb I'ajuda d’una pipeta
pasteur. Deixar reposar 30 min en gel

- Sonicar 4x durant 10 s a 21 % amplitud en intervals d’1 min entre cicles

- Centrifugar durant 15 min a 14000 rpm i 4 2C

- Traspassar el sobrenedant a un nou eppendorf

3.2.2 VALORACIO DE LA CONCENTRACIO DE PROTEINA ALS HOMOGENATS

La quantificacié de proteines requereix un patré de BSA (Bovine Serum Albumine, Sigma)
amb el mateix tampd en el que es tenen les mostres (entre 0 i 5 ug/ul per estar dins del rang
de linealitat del metode), que es pot guardar a —20 C i reutilitzar.

El metode d’eleccié ha estat el metode Bradford, utilitzant plaques ELISA de 96 pouets i
seguint el protocol descrit a continuacio

5 ul patré /homogenat diluit 1/40 en H,0
200 ul reactiu Bradford (Quick Start Bradford 1x Dye, BioRad)
lecturaa A 595 nm

La concentracid de treball s’ajusta a 5 mg /ml fent dilucions de les mostres amb Lysis Buffer.

3.2.3 ANALISI DE PROTEINES PER WESTERN BLOT
Preparacio de les mostres:

10 ul mostra (5 mg /ml)
6ul  tampd de carrega 3x
1.8ul DTT

escalfar 5 min a 95 2C

Separacioé de proteines per SDS-PAGE: a major mida de la proteina a analitzar es requereix
menor concentracié d’acrilamida per aconseguir una bona separacio. Es carreguen 100 ug de
mostra. El gel concentrador (stacking) es prepara al 4 % d’acrilamida, mentre que el
percentatge d’acrilamida del gen separador (resolving) és del 10 %. Com a marcador de pes
molecular s’utilitza Precision Plus protein Kaleidoscope Standard (BioRad). Un cop carregades
les mostres en els pous del gel concentrador es du a terme |'electroforesi a 120 V durant 60
min o fins que el Blau de Bromofenol surt del gel [veure composicié dels gels i buffer
d’electroforesi a I’Annex 1].

Electrotransferéncia: permet el pas de les proteines del gel a la membrana. S'utilitzen

membranes de nitrocel-lulosa (Amersham). La transferéncia es du a terme de forma general
a 350 mA durant 75 min en tampé de transferencia 1X amb un 20 % de metanol, en un
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ambient fred (gel o cambra freda) a fi d’evitar escalfament de les membranes que puguin
danyar les proteines. [veure composicié dels buffer d’electrotransferéncia a I’Annex 1]

[pol negatiu]

esponja
0 paper Wathman®
gel acrilamida

membrana de PVDF

L paper Wathman®

esponja

[pol positiu]

Figura 5. Esquema de montatge d’un cassette de transferéncia.

Bloqueig de la membrana: evita unions inespecifiques de I'anticos a la membrana. Com
a solucié de bloqueig s’ha utilitzat llet en pols (Sigma) al 5 % en TBS-T. Per al bloqueig es
submergeix la membrana en la solucié de bloqueig durant 60 min.

Immunodeteccid: I'anticos primari detecta la proteina d’interés. Incubar les membranes
durant 16 h (o overnight) a 4 2C amb la dilucié adequada d’anticos (segons fabricant) en
una solucié de 5% llet en TBS-T. Rentar les membranes 3x amb TBS-T durant 5 min.
Incubar les membranes amb I’anticos secundari (conill o ratoli segons indiqui fabricant)
diluit 1:2500 en TBS-T durant 60 min. Rentar les membranes 6x amb TBS-T durant 5 min
[veure referéncies dels anticossos utilitzats a I’Annex 1 ].

Revelat: I'anticos secundari esta conjugat a I’enzim peroxidasa de rave (HRP), que
permet visualitzar les bandes corresponents a les proteines que el primari reconeix
gracies a la generacié d’un producte quimioluminiscent quan s’incuba durant un minut
amb una barreja 1:1 dels reactius Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Scientific). El revelat es du a terme contactant les membranes amb pellicules
fotografiques (CL-Xposure™ Film, Thermo Scientific) durant un temps variable, utilitzant
liquids tradicionals de revelat i fixat i 'equip (Kodak K Medical X-ray Processor 2000,
Carestream).

Densitometria: I'estimacié quantitativa de les proteines es realitza per analisi
densitomeétric dels films mitjangant el programa Quantity One® BioRad Laboratories. Els
resultats s’expressen com a unitats arbitraries (relacié entre la intensitat ajustada de la
banda de la proteina en estudi i de la proteina normalitzadora.
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4. TECNIQUES HISTOLOGIQUES

4.1 PREPARACIO DE MOSTRES HISTOLOGIQUES

Les mostres per realitzar I'estudi histologic s’obtenen a partir de teixits submergits en
formaldehid immediatament després de la seva disseccié. L'obtencié de seccions aixi com la
tinci6 amb Hematoxilina-Eosina s’han dut a terme al Servei d’Anatomia Patologica de
I"Hospital Clinic. Les seccions tenen un gruix de 5 um.

4.2 ESTUDI DE LA MIDA DELS ADIPOCITS | LA DENSITAT CEL-LULAR

L’estudi de la mida dels adipocits aixi com la densitat cel-lular del teixit adipds es realitza a
partir de 8-10 preparacions histologiques /grup experimental.

Amb I'ajuda del programa Leica Application Suite v.2.8.1 inclos en el software del microscopi
LEICA DFC 300 FX es prenen imatges a 10X i 20X de les diferents mostres. L’analisi es du a
terme amb I'ajuda del programa d’analisi d’'imatges Image J (http.//.rsb.info.nih.gov/ij/). La
distribucié de la mida dels adipocits es calcula considerant el diametre més gran de cada
adipocit inclos en la diagonal més llarga de cada seccid i calculant la freqiencia relativa dels
diferents diametres.. La densitat cel-lular s’obté corregint el nombre de cél-lules /seccid.

4.3 MESURA DE LA MASSA DE CEL-LULA B

La mesura de la massa de cél-lula B s’ha dut a terme en col-laboracié amb la Dra. Téllez del
Servei d’Endocrinologia de I'Hospital Universitari de Bellvitge (IDIBELL), Barcelona.

La massa de cél-lula B es quantifica per morfometria de contatge de punts en seccions
tenyides amb immunoperoxidasa (Montanya E, 2009). S’utilitza una patré de 48 quadrants.
Les seccions s’incuben amb anticos de conill per insulina humana (1/100, Santa Cruz
Biotechnology) i es visualitzen mitjancant un sistema LSAB+"%* (DAKO) (Weibel ER, 1979). Es
conta una mostra representativa d’uns 20000 punts /pancrees en almenys 3 seccions
(150um) per cada animal. El volum relatiu de cél-lula B es calcula dividint el nombre de
punts corresponents a cél-lula 3 respecte el nombre total de punts del teixit pancreatic. La
massa de cél-lula B s’obté multiplicant el volum relatiu pel pes del pancrees.
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5. DETERMINACIONS BIOQUIMIQUES

5.1 DETERMINACIO DE PARAMETRES SERICS

5.1.1 DETERMINACIO DE GLUCOSA

El control de la glucemia es realitza a través d’una gota de sang de la part distal de la cua,
mitjangant una incisid. S'utilitza un glucometre Glucose Meter Elite (Menarini) amb tires
reactives que retornen el valor de la glucémia en 5 segons.

5.1.2 DETERMINACIO D’INSULINA

La insulina en serum es determina per ELISA (Millipore) seguint les indicacions del fabricant.
S’utilitzen 5 ul /animal.

5.1.3 DETERMINACIO DE TRIGLICERIDS (TAG), GLICEROL | ACIDS GRASSOS
LLIURES (AG)

Per la mesura de triglicerids (TAG) i glicerol es segueix el protocol establert pel fabricant
(Sigma). S’utilitzen 2.5 ul sérum /animal i es fan mesures per duplicat. La recta patré es fa
amb dilucions seriades de glicerol 2.26 mM.

La mesura de triglicerids es basa en I'acoblament de les segiients reaccions, que genera un
producte que es pot quantificar per espectofotometria.

TAG + H,0 —(lipasa)— Glicerol + AG

Glicerol + ATP —(glicerol quinasa)— Glicerol-3-P + ADP

Glycerol-3-P + O, —(G-3-P oxidasa)— Dihidroxiacetona-P + H,0

2 H,0, + 4-Aminoantipirina + 4-Clorofenol —(peroxidasa)— Quinoniamina + 4 H,0
on la primera reaccid correspon al glicerol lliure, per tant la lectura per espectofotometria en
aquest punt permet quantificar el glicerol.
Per la mesura dels acids grassos lliures (AG) es segueix el protocol establert pel fabricant
(DiaSys). Sutilitzen 5 ul serum /animal i es fan mesures per duplicat. La recta patré es fa amb

dilucions en paral-lel d’acid palmitic 1 mM.

La mesura d’acids grassos lliures es basa en I'acoblament de les seglients reaccions, que
genera un producte que es pot quantificar per espectofotometria.
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AG no esterificat + coenzim A + ATP —(Acil-coenzim A sintasa)— Acil-Coa + AMP+PPi
Acil-CoA + O, —(Acil-coenzim A oxidasa)— 2,3-trans Enoyl CoA + H,0,

2 H,0, + Trinder —(peroxidasa)— colorant + 4 H,0

5.1.4 DETERMINACIO DE COLESTEROL TOTAL (TC), COLESTEROL HDL |
COLESTEROL LLIURE (fCE)

Tan per la mesura de colesterol total (TC) com colesterol HDL s’utilitzen kits de BioSystems,
seguint les indicacions del fabricant. S’utilitzen 2 ul sérum /animal i es fan mesures per
duplicat.

En el cas del colesterol total (TC) s’utilitza colesterol 200 mg /dl (5.18 mM) per establir una
recta patrd a partir de dilucions seriades. En el cas del colesterol HDL, la patré es fa a partir
del calibrador HDL /LDL, provinent de serum huma i concentracié 5.18 mM.

En ambdds casos el fonament de la técnica és el mateix. L'acoblament de les reaccions
descrites a continuacid origina un complex colorit que es quantifica per espectofotometria.

Colesterol esterificat + H,0 —(col. Esterasa)— colesterol + acid gras
Colesterol + % 02 + H,0 —(col. oxidasa)— colestenona + H,0,

2 H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol —(peroxidasa)— quinonaimina + 4 H,0

D’altra banda, la mesura de colesterol lliure (fCE) s’ha dut a terme Unicament al Center for
Liver, Digestive and Metabolic Diseases, department of Pediatrics, UMCG, Groningen,
Holanda.

Per a ’'homogenat lipidic es fa una extraccié lipidica amb dissolvents organics (cloroform /
metanol) a partir de 300 mg de teixit amb la técnica Bligh & Dyer establerta al laboratori
(Bligh EG, 1959).

Sota el mateix fonament teoric i seguint el protocol del fabricant (DiaSys) s’utilitzen 50 ul
serum /animal i un estandard de colesterol lliure 2.59 mM a partir del qual es fan dilucions
seriades.

5.1.5 DETERMINACIO DE [B-HIDROXIBUTIRAT (B-HB)

El B-hidroxibutirat és el cos cetonic més abundant. La seva mesura es realitza seguint el

protocol del fabricant (BioVision). S’utilitzen 5 ul sérum /animal i un estandard 10 mM com a
calibrador.
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La mesura del B-hidroxibutirat es realitza a partir del complex colorimétric resultant del
producte de la -HB deshidrogenasa amb la sonda colorimétrica de I'assaig.

B-HB + NAD" —(B-HB deshidrogenasa)— Acetoacetat + NADH + H"

NADH + H" + % O, + substrat — producte fluorescent + NAD" + H* + H,0

5.1.6 DETERMINACIO DE LACTAT

El lactat és un substrat per la sintesi d’acids grassos. Es mesura seguint el protocol del
fabricant (BioVision). S'utilitzen 5 ul serum /animal i un estandard 100 mM com a calibrador.

La mesura del lactat es realitza a producte resultant de la D-lactat deshidrogenasa amb la
sonda colorimeétrica de I'assaig.

D-lactat + NAD" —(D-lactat deshidrogenasa)—> Piruvat + NADH + H"

NADH + H" + % O+ substrat — producte fluorescent + NAD" + H" + H,0

5.1.7 DETERMINACIO D’ADIPOQUINES

En el primer capitol de resultats els nivells de leptina es mesuren mitjangant ELISA. Sutilitzen
2 ul serum/animal, es fan duplicats i es segueix el protocol que indica el fabricant (Millipore).

En el segon capitol de resultats s’aprofundeix en I'estudi de les adipoquines. A fi de mesurar
els nivells en serum de les principals adipoquines s’utilitza un panell MILLIPLEX® Map Mouse
Metabolic Bead Panel #MMHMAG-44k (Millipore) que permet la quantificacié simultania de
IL-6, MCP-1, TNFa, resistina i leptina. Seguint el protocol del fabricant s’utilitzen 10 ul serum
/animal. En aquest cas no es fan duplicats per motius d’espai.

L’assaig es fonamenta en la captura de I'analit per part de boles magneétiques que es retenen
en la superficie de treball (placa de 96 pous). En preséncia de I'anticos es forma un
immunocomplex. Aquest es detecta gracies a la reaccié posterior entre el radical biotinilat
unit a I'anticos i un conjugat amb estreptavidina-ficoeritrina, que sén excitats per mitja d’'un
laser. La fluorescéncia es quantifica de forma digital amb Iaparell Luminex 100™ IS
(Millopore) del Departament de Recerca en Diabetis i Metabolisme de la Vall d’"Hebron.

5.1.8 ANALISI DE LIPOPROTEINES

La cromatografia liquida de proteines FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) és un tipus
de cromatografia que s’utilitza per separar diferents components d’una mostra (fase mobil)
en funcié de I'afinitat a una fase estacionaria.
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Constitueixen la fase mobil 350 ul totals formats per una barreja equitativa de serum
d’animals del grup C, aixi com un altra barreja equitativa de serums d’animals del grup ON,
que es fan cérrer a un flux constant de 0.5 ml /min en un aparell FPLC Akta Purifier amb una
columna de superosa 6HR 10 /300 GL (GE Healthcare) (fase estacionaria) utilitzant PBS com a
running buffer.

El fraccionament de la mostra comenga a 18 min amb 0.5 ml per fraccié. Els diferents tipus
de lipoproteines de la mostra es troben entre les fraccions 1-50, en les quals es mesuren els
nivells de triglicerids i colesterol mitjancant els protocols descrits en els apartats 5.1.3i5.1.4
respectivament.

5.2 DETERMINACIO DE PARAMETRES TISSULARS

5.2.1 DETERMINACIO HEPATICA | MUSCULAR DE TRIGLICERIDS (TAG)

El contingut de triglicerids en fetge i muscul es quantifica a partir de 15 mg de teixit
homogenats en 300 ul del tampd d’homogeneitzacié descrit a continuacié (preparat fresc
amb reactius Sigma):

50 mM Tris

100 mM KCl

20 mM KF

0.5 mM EDTA
0.05% Lubrol Px
pH 7.9

La homogeneitzacid es du a terme amb I'ajuda del sonicador. A continuacié es centrifuguen
les mostres 15 min a 11000 g (15000 rpm) i 4 °C. El sobrenedant s’utilitza per mesurar els
triglicérids.

Es segueix el protocol descrit pel fabricant (Sigma), utilitzant 2.5 ul mostra /ratoli i un
estandard de glicerol 2.26 mM per a la patré.

La técnica es basa en I'acoblament de les reaccions descrites en I'apartat 5.1.3, que genera

un producte quantificable per espectofotometria.

5.2.2 DETERMINACIO HEPATICA DE COLESTEROL TOTAL (TC) | COLESTEROL
LLIURE (fCE)

El contingut de colesterol total (TC) i colesterol Iliure (fCE) en fetge es quantifica a partir de
15 mg de teixit homogenats en 300 ul del tampd de homogeneitzacié descrit en I'apartat
anterior.
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Per la mesura de colesterol total (TC) es segueixen les indicacions del fabricant (BioSystems).
S’utilitzen 2 ul sérum /animal i les fan mesures per duplicat. La patré es fa a partir de
colesterol 200 mg /dlI.

El fonament de la tecnica es troba descrit en I'apartat 5.1.4.

La mesura de colesterol lliure (fCE) en fetge s’ha dut a terme Unicament al Center for Liver,
Digestive and Metabolic Diseases, department of Pediatrics, UMCG, Groningen, Holanda.

Per a 'homogenat lipidic es fa una extraccio lipidica amb dissolvents organics (cloroform
/metanol) a partir de 300 mg de teixit amb la técnica Bligh & Dyer establerta al laboratori
(Bligh EG, 1959).

Sota el mateix fonament teoric i seguint el protocol del fabricant (DiaSys) s’utilitzen 50 ul
homogenat lipidic /animal i un estandard de colesterol Iliure 2.59 mM a partir del qual es fan
dilucions seriades.

5.2.3 DETERMINACIO HEPATICA DE FOSFOLIPIDS (PL)

La mesura de fosfolipids (PL) s’ha dut a terme Center for Liver, Digestive and Metabolic
Diseases, department of Pediatrics, UMCG, Groningen, Holanda.

Per determinar el contingut de fosfolipids al fetge s’utilitza ’homogenat lipidic resultant de
I’extraccid lipidica amb dissolvents organics (cloroform /metanol) a partir de 300 mg de teixit
amb la técnica Bligh & Dyer establerta al laboratori (Bligh EG, 1959).

S’utilitzen 75 ul homogenat lipidic /animal i un estandard de fosfat 32 mM a partir del qual
es fan dilucions seriades. Es segueix el protocol descrit a continuacié:

- Evaporar I’lhomogenat lipidic

- Afegir 0.4 ml d’acid percloric (HCIO4) 70% i desintegrar les mostres durant 30 min a
190 °C

- Atemperar i afegir 4.5 ml de reactiu fosfat (2.2 gr amoniheptamolibdat; 14.3 ml acid
sulfaric concentrat (H,SO;4) en un total de 1 litre d’aigua)

- Afegir 0.5 ml d’acid ascorbic, homogeneitzar i col-locar en un aigua bullint durant 10
min

- Atemperar i llegir absorbanciaa A 750 nm

La mesura de la quantificacié de fosfolipids és estable.

5.2.4 DETERMINACIO HEPATICA DE GLICOGEN
Els diposits hepatics de glicogen es quantifiquen seguint un métode basat en la precipitacid

basica del glicogen seguida d’una hidrolisi acida, per finalment quantificar la glucosa
alliberada.
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A partir de 100 mg de teixit es segueix el protocol segient (precipitacié basica + hidrolisi
acida):

- Homogeneitzar el teixit amb 1 ml KOH 30 %

- Escalfar 15-30 min a 100 C en el bloc sec (foradar la tapa dels eppendorfs)

- Centrifugar a 2000 rpm durant 20 min a 4 2C

- Afegir 50 ul de sobrenedant a un paper 31ET (Chromatography paper Whatman,
Sigma) de 1.5 cm2. Afegir un paper control sense mostra per utilitzar-lo de
background de glucosa

- Rentar 15 min amb etanol 66 % a -20 2C i en agitacid

- Rentar 2x 30 min amb etanol 66 % a temperatura ambient

- Rentar els papers amb acetona pocs segons per eliminar les restes d’etanol

- Assecar completament els papers a temperatura ambient (deixar overnight)

- Introduir els papers en tubs de poliestire amb 1 mil de solucié de a-aminoglucosidasa
0.5 ml (25 U /1) /ml de tampé d’acetat sodic 0.4 M a pH 4.8

- Incubar 120 min a 37 oC en agitacio

- Centrifugar els sobrenedants 15 min a 2000 rpm i 4 °C

La concentracié de glucosa alliberada (sobrenedant) es mesura amb el kit GLUCOSE de
BioSystems seguint les indicacions del fabricant. L’acoblament de les reaccions descrites a
continuacié origina un complex colorit que es quantifica per espectofotometria.

Glucosa + H,0 + 0, —(glucosa oxidasa)— Acid Gluconic + H,0,

H,0, + O-Dianisidina —(peroxidasa)— O-dianisidina

Els estandards de glucosa que s’utilitzen sén 0.111 mM (2 mg /dl), 0.2775 mM (5 mg /dl) i
0.555 mM (10 mg /dl).

5.2.5 ANALISI DE LA BIOSINTESI DE POLIMERS

L’analisi de distribucié de la massa isotopomerica (Mass Isotopomer Distribution Analysis,
MIDA) permet la quantificacio de la biosintesi de polimers in vivo (Hellerstein MK, 1992). En
aquesta tesi, s’estudia la lipogénesi de novo aixi com la sintesi de colesterol. En ambdds
casos és necessaria la presencia d’un isotop marcat, que permet fer-ne el seguiment un cop
incorporat a I'organisme.

LIPOGENESI DE NOVO
En el cas de la lipogeénesi de novo, s'utilitzen fetges dels animals tractats amb [1-13C]-Acetat
realitzat a I'estabulari de I’'Hospital Sant Joan de Déu. L'assaig es du a terme al Center for

Liver, Digestive and Metabolic Diseases, department of Pediatrics, UMCG, Groningen,
Holanda, segons el protocol descrit a continuacié.
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Afegir a 100 ul de homogenat hepatic 15% en PBS

100 ul d’estandard intern (50 mg C17:0 /100 ml metanol)
100 ul de solucié BHT (1 gr BHT /100 ml metanol)

2 ml de metanol /HCI (6N) (5:1 v/v)

tapar, homogeneitzar i escalfar 4h a 96 2C

Atemperar, afegir 2x2 ml d’hexa i recollir la fraccié superior d’hexa en un tub de vidre
després de centrifugar 5 min a 2000 rpm

Evaporar 4 ml d’hexa a 45 2C amb N,

Redissoldre els acids grassos metilats en 200 ul d’hexa i transferir en un vial GC amb
un insert

Metilacié

Afegir per cada mostra 800 ul d’acid clorhidric: metanol 1:20
Escalfar 20-30 min a 55 2C
Evaporar el fluid amb N, a 55 2C

Derivatitzacid

Afegir 100 ul de BSTFA:Piridina:TMCS 5:5:0.1 fresc

Deixar 12-16 h a temperatura ambient

Evaporar els tubs amb N, a temperatura ambient

Afegir 1000 ul d’hexa, homogeneitzar amb I'ajuda del vortex i centrifugar 10 min a
2000 rpm

Reemplagar I’hexa a vials de 2 ml

Concentrar en 150 ul d’hexa

L’enriquiment dels isotops es determina per espectrometria de masses al servei de GC de
Center for Liver, Digestive and Metabolic Diseases, department of Pediatrics, UMCG,
Groningen, Holanda. UMCG, Groningen, Holanda.

SINTESI DE COLESTEROL

En el cas de la sintesi de colesterol, s’utilitzen les mostres de gotes de sang impregnades en
paper de filtre i recollides cada 12 h als animals tractats amb [1-13C]- Acetat a I'estabulari de
I’'Hospital Sant Joan de Déu. L'assaig es du a terme al Center for Liver, Digestive and
Metabolic Diseases, Department of Pediatrics, UMCG, Groningen, Holanda, segons el
protocol descrit a continuacio.
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Tallar la gota de sang impregnada al paper de filtre i transferir a un eppendorfs
Afegir 25 ul d’'H,0 i deixar 10 min a temperatura ambient

Afegir 1 ml etanol (95 %) /Acetona 1:1, agitar i deixar reposar 12-16 h
Centrifugar 10 min a 15000 rpm

Transferir el fluid a un tub de vidre i deixar assecar amb N, a 50 ¢C
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La derivatitzacié dels colesterol que segueix a continuacié es realitza de la mateixa manera
que en els acids grassos provinents del fetge. Les mostres sén processades al servei de GC
del Center for Liver, Digestive and Metabolic Diseases, Department of Pediatrics, UMCG,
Groningen, Holanda..

6. ANALISI DE DADES

De forma general, els resultats s’expressen com a mitjana aritmética * error estandard. Per a
I'analisi estadistic s’utilitza un test t-Student o ANOVA (IBM SPSS Statistics 19, Madrid,
Spain). P< 0.05 es considera significatiu.
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1. CARACTERITZACIO DEL FENOTIP “ON”
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1.1 INTRODUCCIO

Les dades cliniques i epidemiologiques demostren que un augment rapid de pes durant
etapes primerenques de la vida esta fortament associat amb molts components de la
Sindrome Metabolica, incloent malalties cardiovasculars, Diabetis tipus 2 i obesitat (McGill Jr,
1998; Jimenez-Chillaron JC, 2007; Leunissen RW, 2009; Durmus B, 2010; Lucas A, 2010).

Una de les principals causes del rapid augment de pes neonatal és I'aport excessiu de
calories (sobrenutricid) (McGill Jr, 1998). Es coneix que la nutricid en les primeres etapes de
la vida és un factor clau que contribueix a la prevalenga de la obesitat, aixi com a la resta de
caracteristiques de la Sindrome Metabolica en I'edat adulta (Langley-Evans SC, 2006; Neu J,
2007; Patel MS, 2011; Jimenez-Chillaron JC, 2012; Wang X, 2013; Waterland RA, 2013).
Existeixen models animals que confirmen les dades provinents d’estudis fets en humans
(Plagemann A, 1992; Plagemann A, 2010; Boullu-Ciocca S, 2005). En aquests estudis els
animals es mantenen amb una dieta estandard normal des del deslletament, demostrant aixi
que la sobrenutricid/ sobrecreixement per se augmenta el risc de desenvolupar malalties
croniques en 'edat adulta.

A partir d’aquestes evidéencies s’ha generat al laboratori un model muri de sobrenutricid i
creixement accelerat durant l'alletament i se’n ha estudiat el fenotip amb I'objectiu de
coneixer les consequiéncies de la sobrenutricié neonatal en I'adult. Com es descriu en aquest
capitol, els animals exposats a sobrenutricié durant I'etapa postnatal desenvolupen molts
dels trets caracteristics de la Sindrome Metabolica.
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1.2 RESULTATS

1.2.1 SOBRENUTRICIO | CREIXEMENT POSTNATAL

En el model animal de sobrenutricid (overnutrition, ON), la sobrenutricié s’indueix
disminuint el nombre de cries /mare després del naixement. Aixi, s’ajusta la ventrada a 8
cries /mare en el grup control (C) i 4 cries /mare en el grup de sobrenutricié (ON) (Apartat
1.1, Material i Métodes). Al ser menys cries /mare, els animals grup ON tenen accés a més
quantitat d’aliment. Cal remarcar que la dieta de la mare és normal i I'alletament lliure.

Als 4 dies de vida, la ingesta dels nounats del grup ON va ser superior a la del grup C (Figura
6a). Aquest fet va contribuir a un creixement accelerat en els animals del grup ON, que des
de les primeres setmanes de vida tenien un pes corporal superior al grup C (Figura 6b).
Aquestes diferéncies es van mantenir en 'edat adulta tot i la normalitzacié de la ingesta. Es a
dir, els animals del grup ON pesaven més tot i menjar el mateix que els animals C (Figures 6¢
i 6d).
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Figura 6. Ingesta d’aliment i pes corporal dels animals. a) Ingesta d’aliment als 4 dies
de vida. La mesura es realitza per la diferéncia P1-PO, on PO és el pes de les cries
després de separar-les 1 h de la mare, i P1 el pes al cap d’1 h d’haver estat
reintroduides. b) Pes corporal durant les primeres setmanes de vida. c¢) Ingesta
d’aliment als 4 mesos de vida en un interval de una setmana. La mesura basal es
realitza després de 4 h de deju. d) Pes corporal al llarg dels mesos de vida. n > 6
animals per grup. Resultats expressats com mitjana = SEM. t Student vs C: * P < 0.05;
** p<0.01,*** P<0.001.
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1.2.2 TOLERANCIA A LA GLUCOSA

En primer lloc es van mesurar els nivells de glucosa en sérum. En condicions de deju les
glucémies dels animals ON eren similars al grup C. D’altra banda, els animals ON alimentats
presentaven una hiperglucemia significativa (P<0.01) (Figura 7).

o
= 100 - 200 *x
3 2
c 04 0.77 — 1607
wv
— =
3 60 T 120 1
3 5
=l i 4
pus 40 = 80
8 =
S 20 T 40
= g
[CHEE 9 o
=
C ON G C ON

Figura 7. Nivells de glucosa en sérum en animals de 4 mesos d’edat. a) Glucosa en
deju. Animals dejunats 12h. n> 21 . b) Glucosa en animals alimentats. n> 24 t
Student vs C: en cursiva p-valor ** P <0.00.

Per tal de caracteritzar metabolicament els animals del grup ON, es va realitzar un test
intraperitoneal de tolerancia a la glucosa (ipGTT) en animals adults de 4 mesos d’edat. Els
animals del grup ON presentaven alteracions en la tolerancia a la glucosa, ja que partint
d’un mateix bolus (2 gr de glucosa /kg de pes corporal) les glucémies eren més altes al llarg
de tot el test en comparacio al grup C, inclis 120 min després de I'administracié de glucosa
(Figura 8a).
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Figura 8. Tolerancia a la glucosa en animals de 4 mesos d’edat. a) ipGTT (2 gr glucosa /kg pes corporal). b)
Mesura de la sensibilitat a la insulina durant ipGTT segons I'index HOMA-IR = [Glucosa (mU/I) x Insulina
(mg/dl)] /405. c) Mesura de la secrecié d’insulina durant ipGTT segons I'index HOMA-b = Alnsulinaszg.omin
/AGlucosasg.gmin- Animals dejunats 12 h. n > 6 animals per grup. Resultats expressats com mitjana = SEM. t
Student vs C: * P <0.05.
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1.2.3 SENSIBILITAT A LA INSULINA

A partir de les mostres de serum extretes durant I'ipGTT, abans de I'administracié de glucosa
i 30 min després, es van mesurar els nivells d’insulina, a fi de calcular I'index HOMA-IR
(Homeostasis Model of Assesment- Insulin Resistance). 'HOMA-IR permet estimar la
preséncia de resisténcia a la insulina. Per una altra banda, I'index HOMA-b (Homeostasis
Model of Assesment- beta cell) que, utilitza la relacié entre la secrecié d’insulina i els nivells
de glucosa durant un interval de temps, permet estimar el funcionament de la cél-lula B del
pancrees.

Els animals del grup ON van mostrar un augment de I'index HOMA-IR indicatiu de resisténcia
a la insulina (Figura 8b), en un context on la secrecié d’insulina era comparable al grup C
(Figura 8c).

A fi d’explorar la sensibilitat a la insulina dels teixits periférics es va dur a terme un assaig
fisiologic in vivo de sensibilitat a la insulina, per determinar com responien els principals
teixits sensibles a I"administracié de 1 U insulina /kg de pes corporal. Es va estudiar
I’activacié de les principals proteines de la cascada de senyalitzacié de la insulina (Akt i Gsk3)
a través de la induccid de la seva fosforilacid.

Es van fer western blots en fetge, teixit adipds i muscul, amb anticossos per a les diferents
proteines, tant en la seva forma fosforilada (pAkt i pGsk3), com no fosforilada (Akt i Gsk3)
(que es va utilitzar per normalitzar els resultats de les proteines fosforilades). Aixi mateix es
van fer western blots per Actina b, com a control intern (Figura 9a).

En primer lloc, al fetge, els animals del grup ON van mostrar un defecte en la capacitat
d’activacio de la via de senyalitzacié d’insulina respecte els animals del grup C. En el grup
control, I'increment de pAkt entre els animals sense insulina (C-) i els animals amb insulina
(C+) va ser 4.8x (P<0.01). En canvi, I'increment de pAkt entre els animals sense insulina (ON-
) i els animals amb insulina (ON+) va ser 2.2x (P=0.31). De la mateixa manera, a continuacié
es va mirar una de les dianes directes d’Akt: Gsk3. En el grup C I'activacié de pAkt es traduia
en un augment 3.4x en els nivells de pGsk3 entre els animals dels grups C- i C+ (P<0.05). En
canvi, en els animals ON I"activacié no significativa de pAkt suposava Unicament un augment
0.9x en els nivells de pGsk3 entre els grups ON- i ON+ (P=0.52) (Figura 9b). Per tant, es va
observar resistencia hepatica a la insulina.

Al teixit adipds, els animals C van mostrar un increment de pAkt 5.4x entre els grups C- i C+
(P<0.01). Igualment, en els animals ON, I'increment de pAkt entre els grups ON- i ON+, tot i
ser significatiu (P<0.01), era menor que en els animals C, 2.2x. L’efecte de pAkt sobre pGsk3
en els animals C va ser 5.5x (P<0.05), mentre que en els animals ON, va suposar Unicament
1.2x (P=0.47) (Figura 9b). Es a dir, en el cas del teixit adipds es va observar una alteracié en la
sensibilitat a la insulina, ja que tot i una activacid significativa de la via (pAkt) en ambdds
grups (C i ON), els animals ON no va respondre de la mateixa manera que els animals C més
avall de la via (pGsk3).

Per ultim, en el muscul esquelétic es va observar un increment de pAkt 4.2x entre els grups
C- i C+ (P<0.001). Contrariament al que es va observar en altres teixits, en els animals ON,
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I'increment de pAKT entre els grups ON - i ON + va ser superior als animals C, 8.8x, (P<0.001).
D’altra banda, aquesta major sensibilitat dels animals ON (segons I'increment de pAkt) no es
va traduir en un augment dels nivells de pGsk3 en els animals ON, 1.3x (P=0.36) respecte els
animals C, 1.3x (P=0.06) (Figura 9b). Per tant, en el muscul, la sensibilitat a la insulina en els
animals ON va ser comparable als animals C.
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Figura 9. Assaig de sensibilitat periférica a la insulina en animals de 4 mesos d’edat. Els
animals reben 1 U /insulina a través de l'aorta. S’extreuen els teixits i es mesura
I'activacid de les principals proteines de la via de la insulina. a) Resultats de western blot
de les diferents proteines en la seva forma fosforilada i sense fosforilar. S'utilitza Actina
b (bAct) com a control intern. b) Mesura de la fosforilacié d’Akt i Gsk3 en fetge, tx.
adip6s i muscul. Animals dejunats 12 h. n > 6 animals per grup. Sobre la barra i en
cursiva s’expressa la relacié ON/C. Sota la barra s’expressa el valor de P segons t Student
vsC, *P<0.05; ** P<0.01.
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En resum, segons |'assaig de sensibilitat a la insulina in vivo i el posterior estudi per western
blot de les principals proteines de la via de senyalitzacid de la insulina, els animals del grup
ON presenten resistencia a la insulina a nivell de fetge i teixit adipos.

També es van mesurar els nivells de insulina en serum. Tant en condicions de deju com
alimentacid, els nivells d’insulina del grup ON van ser superiors al grup C (deju, P<0.001;
alimentats, P<0.05) (Figura 10).
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Figura 10. Nivells d’insulina en sérum en animals de 4 mesos d’edat. a) Insulina en
animals dejunats 12h., n 2> 10. b) Insulina en animals alimentats, n > 10. Resultats
expressats com mitjana £ SEM. t Student vs C, * P <0.05; *** P <0.001.

A més, en |'assaig de sensibilitat a la insulina es va observar certa hiperactivacié basal de la
via en els animals ON, ja que tan en fetge com en teixit adipds, els nivells de pAkt en el grup
ON- en la majoria de casos van ser superiors als del grup C-. Es a dir, tot i no haver-hi un
estimul extern (insulina) que induis I'activacié de la via, existia una major activacié basal
(Figura 9b).

D’altra banda, tot i I'estima d’una sensibilitat a la insulina dels animals ON comparable als
animals C, segons I'index HOMA-b, es va realitzar un estudi més acurat de la massa de
cel-lula B, aixi com del seu funcionament. A nivell histologic no es van observar diferéncies
de massa entre els animals Ci ON (Figura 11a).

El funcionament de la cél-lula B es va estudiar mitjangant un assaig in vitro de secrecié
d’insulina estimulada per glucosa., a partir d’illots pancreatics d’animals adults (4 mesos)
d’ambdods grups.

A concentracions baixes de glucosa (2.8 mM), els animals del grup ON presentaven una
hipersecrecié d’insulina respecte els animals del grup C (P<0.001). Aquesta tendéncia es
repetia a concentracions normals (5.5 mM), encara que de forma no significativa (P=0.11).
D’altra banda, a concentracions elevades de glucosa (16.7 mM) la secrecidé d’insulina per
part del grup ON va ser similar al grup C (P=0.65) (Figura 11b).
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Sembla doncs, que la hiperinsulinémia del grup ON en condicions baixes de glucosa, és una
resposta de cel-lula beta a la resisténcia a la insulina.
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Figura 11. Estudi de la cél-lula B en animals de 4 mesos de vida. a) Massa de cél-lula
quantificada per morfometria de contatge de punts en seccions tenyides amb
immunoperoxidasa. Els resultats s’expressen en % de cél-lula B en relacié al pes del
pancrees. n > 6 animals per grup. b) Assaig in vitro de secrecié d’insulina estimulada per
glucosa (2.8, 5.5 i 16.7 mM). S'utilitzen illots pancreatics frescos extrets per perfusio del
ducte pancreatic amb col-lagenasa. n < 6 animals per grup. Els resultats s’expressen com
a mitjana £ SEM. t Student vs C, en cursiva p-valor, * P <0.05; ** P <0.01.

La insulina promou la sintesi de lipids a partir de glucosa. Aquest procés té lloc principalment
al fetge i els triglicérids sintetitzats s’emmagatzemen al teixit adipds (Avramoglu RK, 2006). A
partir d’aquesta informacid, la resisténcia hepatica i del teixit adipds, i la hiperinsulinémia
observada, va dirigir els seglients experiments i assaig a I'estudi del metabolisme lipidic.

1.2.4 ESTUDI DEL METABOLISME LIPIDIC

En el primer pas en I'estudi del metabolisme lipidic es van mesurar els nivells de triglicérids
en seérum aixi com en altres teixits.

Es va observar una marcada hipertrigliceridémia no tan sols en sérum d’animals ON (P<
0.001) sin6 també al fetge (P<0.01) i muscul (P<0.05) (Figura 12a). L'augment de triglicérids
en el grup ON portava a estudiar el fetge amb més profunditat.

Una de les principals funcions del fetge en relacié al metabolisme lipidic és la sintesi de
lipoproteines. Les lipoproteines sdn estructures que transporten lipids per tot I'organisme.
Estan formades per diferents tipus de lipids i proteines: triglicérids, fosfolipids, esters de
colesterol, colesterol i diferents apolipoproteines.

Per estudiar la produccié de lipoproteines es va dur a terme un assaig de Tyloxapol. Abans
de I'administracié de Tyloxapol, els nivells triglicerids del grup ON eren similars al grup C. Per
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contra, a 90 i 180 min després de I'administracid els nivells de triglicerids en el grup ON era
superior (P<0.05) (Figura 12b). Aix0 indicava un augment de produccié de VLDL en el grup
ON.

A continuacié es va estudiar si 'augment de la produccié de lipoproteines es deu a una
alteracid en I'expressié de gens lipogénics i lipolitics del fetge.
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Figura 12. Contingut de triglicérids i produccié de lipoproteines en animals de 4 mesos de vida. a)
Contingut de triglicérids en sérum, fetge i muscul. b) Produccié de lipoproteines després de
I’administracié de 500 mg Tyloxapol /kg de pes corporal. Animals dejunats 4 h. n> 12. Els resultats
s’expressen com a mitjana =+ SEM. t Student vs C, en cursiva p-valor, * P <0.05; ** P <0.01; ***P <
0.001.

Es va analitzar I'activitat transcripcional dels principals gens lipogénics i lipolitics (Figura 13ai
b) a través de la quantificacid dels nivells de mRNA.(amplificacié mitjangant gPCR).

No es van observar diferencies significatives en I'expressié dels diferents gens lipogeénics, en
part, probablement, a la dispersié dels resultats (Figura 14a). Tampoc es van observar
diferéncies en I'expressio dels principals gens lipolitics, tot i mostrar una variabilitat més
reduida (Figura 14b). Per tant, no existeix una alteracié en |'expressio de gens lipogénics i
lipolitics al fetge dels animals del grup ON.
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Figura 13. Sintesi i oxidacié de lipids. a) La sintesi d’acids grassos (AG) té lloc al citosol a partir
del principal precursor, I'Acetil-CoA, on I'accié de diversos enzims (Accl, Fasn, Scd1) promou
I'elongacié de la molécula fins obtenir un acid gras simple. Srebp1, LxRa i RxRa sén factors de
transcripcido que regulen I'expressié dels diferents enzims. Fabp i Cd36 participen en el
transport dels acids grassos té lloc a partir de precursos. b) En I'oxidacié de lipids, els AG
provinents dels triglicérids sén oxidats a I'interior de la membrana mitocondrial on s’allibera
Acetil-CoA, (que entrara a la cadena respiratoria) per I'escurgament de dos carbonis de la
molécula d’acid gras que té lloc en cada cicle. Ppara és un factor de transcripcié que regula
I"expressio de Cptl i Cpt2, que participen en la translocacié mitocondrial de I’Acetil-CoA.
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Figura 14. Analisi de factors de regulacié i enzims de la sintesi i oxidacié de lipids en
animals de 4 mesos de vida. a) Expressié de gens que participen en la sintesi d’acids grassos.
b) Expressi6 de gens que participen en I'oxidacié d’acids grassos. Valors d’expressio
normalitzats per Actina b. Animals dejunats 12h. n> 6 animals per grup. Els resultats
s’expressen com a mitjana = SEM. La linia discontinua representa el I'expressié del grup C.
Les barres negres representen I'expressio del grup ON. t Student vs C, en cursiva p-valor, * P
<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.

Com s’indica anteriorment, les lipoproteines son responsables del transport d’ésters de
colesterol i colesterol. Per aquest motiu es van mesurar els nivells de colesterol tan en sérum
com en fetge.

En el grup ON, tant els nivells de colesterol total (TC) com colesterol HDL (present a les
lipoproteines d’alta densitat, HDL) van augmentar un 22% i 27% respectivament (P<0.05) en
relacié al grup C (Figura 15a). En canvi, els nivells de colesterol (TC) (P=0.29) i colesterol lliure
(fCE) (P=0.91) del fetge eren similars entre el grup ON i el grup C (Figura 15b).
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Figura 15. Colesterol en sérum i fetge en animals adults de 4 mesos de vida. a)
Colesterol total (TC) i colesterol HDL (HDL-CE) en sérum. b) Colesterol total (TC) i
colesterol lliure (fCE) en fetge. Animals dejunats 12h. n > 8 animals per grup. Els
resultats s’expressen com a mitjana = SEM. t Student vs C, en cursiva p-valor, * P <
0.05.
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Figura 16. Sintesi de colesterol en animals de 4 mesos de vida. a) La sintesi de
colesterol té lloc al Reticle Endoplasmatic Llis a partir del precursor Acetil-CoA que
es fosforila i pateix una série de reaccions on Hmgcr és I'enzim limitant de la via. b)
Expressio hepatica de Hmgcr normalitzada per Actina b. Animals dejunats 12h. n> 6
animals per grup. Els resultats s’expressen com a mitjana £ SEM. t Student vs C, **
P <0.01.
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A continuacié es va avaluar la sintesi de colesterol al fetge a través de I'activitat
transcripcional de Hmgcr (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase), principal gen a la via
de sintesi de colesterol (Figura 10). Es va observar un augment (P<0.01) en I'expressié de
Hmgcr en el grup ON (Figura 16).

ESTUDI HISTOLOGIC | FUNCIONAL DEL TEIXIT ADIPOS

Durant el sacrifici dels animals es van pesar els diferents teixits. Els animals del grup ON eren
més grans degut, principalment, a que tenien major proporcié de teixit adipds (Figura 17). Es
a dir, acumulaven greixos.

A continuacid es va realitzar un estudi histologic del teixit adipds, per conéixer si
'acumulacié de greixos al teixit adipés era degut a una hipertrofia (capacitat
d’emmagatzemar TAG als adipocits) o a una hiperplasia (major nombre d’adipocits).
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Figura 17. Pes corporal i dels teixits en animals de 4 mesos de vida. a) Pes corporal total. b) Pes del
fetge en relacid al pes corporal total. c) Pes del teixit adipds en relacid al pes corporal total. Animals
dejunats 12h. n 210 animals per grup. Els resultats s’expressen com a % + SEM. t Student vs C, en
cursiva p-valor, * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.

En els talls histologics es va observar que els adipocits del grup ON eren més grans que els
del grup C (Figura 18a). Aquesta dada es va confirmar amb I’analisi de la distribucié de la
freqiiéncia relativa del diametre dels adipocits. En el grup ON hi havia adipocits amb un
diametre més gran que els observats en grup C. En conjunt, els diametre dels adipocits del
grup ON era superior que en el grup C (P<0.001) en un context on el nombre d’adipocits del
teixit era similar en ambdds grups (Figura 18b). Per tant, I'augment de massa de teixit adipos
s’explica per una hipertrofia del teixit.

Per confirmar les observacions histologiques sobre la hipertrofia del teixit adipds, és a dir
que el nombre d’adipocits entre els grups ON i C era similar, es va estudiar I'expressié dels
principals factors de transcripcié que estimulen I'adipogénesi, en el cas de PPARg
(peroxisome proliferator- activated receptor g) i CEBPa (CCAAT/enhancer binding protein ), o
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s’expressen principalment durant la diferenciacié del adipocits,
enhancer binding protein 2), que participa en el transport d’acids grassos. L'expressio
d’aquests gens es trobava lleugerament disminuida en el grup ON, pero en cap cas de forma
significativa (Figura 19a). Per tant, I'augment d’adipositat als animals ON no s’explica per un

augment de I'adipogenesi.
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Figura 18. Estudi histologic del teixit adipés en animals de 4 mesos de vida. a) Adipocits
tenyits amb hematoxilina-eosina. Seccions de 5 um. Imatge 20x. b) Distribucié de la
freqiiéncia relativa dels adipocits segons el seu diametre. La linia continua correspon al grup
control, la discontinua al grup ON. ¢) Nombre d’adipocits per seccié amb resultats
expressats com a mitjana = SEM. L'error negatiu representa el minim, I'error positiu el
maxim. La part inferior de la caixa correspon al primer quartil, mentre que la part superior al
tercer quartil. La mediana és la linia que divideix la caixa. Tots els calculs sén a partir dels
adipocits continguts en la diagonal més llarga de cada seccié en 8-10 preparacions
histologiques de diferents animals. Utilitzacié del programa d’analisi d’imatges Image J
(https://.rsb.info.nih.gov/ij/). Animals dejunats 12h. n > 8-10 animals per grup. t Student vs
C, en cursiva p-valor, *** P <0.001.
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L’augment del diametre dels adipocits s’explicava, molt probablement, per un augment de
I"acumulacié de triglicérids. De la mateixa manera que al fetge, es va mesurar I'activitat
transcripcional dels principals gens lipogénics i lipolitics mitjancant RT i qPCR. Es va observar
una disminucié no significativa en I'expressié dels diferents gens (excepte Fasn, que no
canviava) (Figura 19b i 19c). Per tant, no hi ha canvis ni en la sintesi ni en I'oxidacio de lipids
al teixit adipds.

El teixit adipds blanc participa en d’altres funcions a més del metabolisme dels lipids. Es
responsable de I'alliberacié de productes de secrecié que intervenen en la regulacié de la
ingesta, despesa energetica, resposta immune i funcié vascular. Quan augmenta de mida es
torna resistent a la insulina. Existeix una relacié important entre I'obesitat, la resisténcia a la
insulina i altres alteracions associades (Ozarda Y, 2012). Secreta substancies amb accié endo-
para- i exocrina entre les que destaquen TNFa, IL-6, MCP1 (que contribueixen al caracter
inflamatori de la obesitat), leptina (regula la ingesta i inhibeix la secrecid d’insulina), resistina
(redueix la secrecié d’insulina, indueix resistencia) i adiponectina (millora la sensibilitat
periférica a la insulina).
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Figura 19. Analisi de factors de regulacié de I’adipogénesi i de la sintesi i oxidacié de lipida al teixit adipds en
animals de 4 mesos de vida. a) Expressié de factors de transcripcié que estimulen I'adipogénesi. b) Expressid
de gens que participen en la sintesi d’acids grassos. c) Expressié de gens que participen en I'oxidacié d’acids
grassos. Valors d’expressié normalitzats per Actina b. Animals dejunats 12h. n> 6 animals per grup. Els resultats
s’expressen com a mitjana £ SEM. La linia discontinua representa el I'expressié del grup C. Les barres negres
representen I'expressié del grup ON. t Student vs C, en cursiva p-valor.

L'augment de pes i la preséncia de resisténcia a la insulina dels animals ON entre d’altres
caracteristiques, aixi com la estreta interaccié entre les adipoquines i aquestes alteracions,
les convertien en un factor d’estudi clau en el model ON.

En primer lloc es va mesurar I'activitat transcripcional corresponent a les principals
substancies secretades pel teixit adipds. No es van observar canvis significatius en I'expressio
dels diferents gens en el grup ON, tot i una tendencia a disminuir en comparacié al grup
control (Figura 20a).
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En segon lloc, es van mesurar els nivells d’adipoquines en sérum tant en condicions
d’alimentacié com dejuni, per coneixer I'activitat secretora que té lloc al teixit adipds. De
forma general no es van observar diferéncies entre els dos grups
condicions, encara que existia una tendéncia no significativa a una disminucié dels nivells
d’adipoquines, excepte en el cas de la leptina. La Unica diferencia significativa era en els
nivells de resistina en condicions de deju, que en el grup ON es disminuien (P<0.05) (Figura

20b).

mMRNA
{Unitats arbitraries)

40

TNFa (pg/ml)

8000

6000

4000

2000

leptina (pg/ml)

Figura 20. Analisi d’expressié i del contingut d’adipoquines secretades pel teixit
adipdés en animals de 4 mesos de vida. a) Expressidé de les principals adipoquines
secretades pel teixit adipds. Valors d’expressié normalitzats per Actina b. Animals
dejunats 12h. n> 6 animals per grup. Els resultats s’expressen com a mitjana £ SEM. La
linia discontinua representa el I'expressié del grup C. Les barres negres representen
I'expressié del grup ON. b) Contingut d’adipoquines en serum. Cada punt correspon a
un animal. Les rodones reresenten animals alimentats, mentre que els quadrats
corresponen a animals en deju (12 h). n> 4-6 animals per grup. t Student vs C, en
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cursiva p-valor, ¥*P< 0.05.
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1.2.5 ESTUDI DEL METABOLISME GLUCIDIC

Una de les primeres caracteristiques en el fenotip dels animals ON va ser |'alteracié en els
nivells glucosa, que podia ser conseqiiencia d’una alteracié en la sensibilitat a la insulina
(Apartat 1.2.3), o bé, de la capacitat de produir glucosa dels animals ON.

Per estimar la capacitat gluconeogeénica es va realitzar un test de produccié de glucosa a
partir de piruvat (Figura 21). Els animals ON van mostrar una major capacitat gluconeogénica
en comparacié al grup C. Aquest augment era significatiu 60 min després de I'administracio
del substrat gluconeogenic (piruvat sodic) (Figura 22a).

Piruvat

Pl 1 [citoplasma]
Lactat

Oxalacetat

| G

Fosfoenolpiruvat

HNFda/Foxol  Gppase
r’h-k

Glicerol

Glicogen | H
“* Glucosa 6-fosfat

[nucii]

Figura 21. Gluconeogeénesi. La gluconeogenesi permet la sintesi de glucosa a partir de precursors
no glucidics com el lactat, el glicerol i el glicogen. Pck i G6Pase reaccions irreversibles i exclusives
de la gluconeogenesi. Pgcla i HNF4a sén factors de transcripcidé que regulen I'expressié de PcK i
G6Pase.

La gluconeogenesi té lloc casi exclusivament al fetge (10% ronyd). Donat I'augment que es va
observar en animals ON, a continuacié es va avaluar I'activitat transcripcional dels principals
gens de la via: fosfoenolpiruvat carboxiquinasa (Pck) i glucosa 6-fosfatasa (G6Pase); aixi com
de PPAR gamma coactivator 1 alpha (PGCla) i el factor de transcripcié hepatic nuclear 4
alpha (HNF40), que participen en la regulacié del procés. En cap cas es van observar canvis
d’expressio genica en el grup ON respecte el grup C (Figura 22b).

Aixi mateix es van mesurar els nivells dels principals substrats gluconeogeénics: glicogen,

lactat i glicerol. No es van observar diferéncies en els nivells dels substrats entre els animals
del grup ON i C (Figura 22c).
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Figura 22. Estudi de la capacitat gluconeogénica en animals de 4 mesos de vida. a) Test de
produccié de glucosa a partir de piruvat després de I'administracié de 2 gr de piruvat sodic /kg de pes
corporal. Les rodones buides corresponen al grup C, mentre que les rodones negres al grup ON. n >
12 animals per grup. b) Expressié dels principals factors de transcripcié i enzims que participen en la
gluconeogénesi. La linia discontinua representa I'expressié del grup C. Les barres negres representen
I'expressid del grup ON. n > 5 animals per grup. ¢) Contingut hepatic (glicogen) i séric (lactat i glicerol)
dels principals substrats gluconeogénics n > 5 animals per grup. Tots els estudis sén en animals
dejunats 12h. Tots els resultats expressats com a mitjana = SEM. t Student vs C, en cursiva p-valor,
*P<0.05.
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1.3 DISCUSSIO

Al laboratori s’ha desenvolupat un model muri de sobrenutricid neonatal i creixement
accelerat. Els animals sobrenutrits (overnutrition, ON) presenten sobrepés en |'edat adulta,
tot i normalitzar la seva ingesta. Per tant I'etapa neonatal esdevé un periode critic en el
desenvolupament de sobrepés i obesitat, que persisteixen en I'edat adulta
independentment de la nutricid. Aquesta observacié esta en acord amb mdltiples estudis
que demostren que la sobrenutricié en I'etapa perinatal indueix canvis en el metabolisme
energétic que donen lloc a la obesitat (Bulfin LJ, 2011; Plagemann A, 2006; Spencer SJ, 2009;
Stefanidis A, 2012). Alhora, la sobrenutricié neonatal produeix alteracions metaboliques. Els
animals ON presenten intolerancia a la glucosa. Aquest fet reforga 1) les evidéncies d’estudis
fets en humans, on el creixement accelerat durant la infancia dona lloc a obesitat infantil i
augmenta el risc de diabetes en I'adult (Lucas A, 2010); i 2) multiples observacions d’estudis
fets en rates on la sobrenutricié i el creixement accelerat promouen el desenvolupament de
diabetes en I'adult (Boullu-ciocca S, 2005; Plagemann A, 1992).

Probablement, en els animals ON la intolerancia és deu a un problema en I'accié de la
insulina més que a un problema de la cel-lula beta, ja que s’observa un augment de I'index
HOMA-IR, mentre que I'index HOMA-b no presenta canvis. L'index HOMA-b té en compte la
secreccié d’insulina en resposta als nivells de glucosa en sang. L’abséncia diferéncies entre
en I'index HOMA-b vol dir que la cel-lula beta és capag de respondre adequadament tan en
animals C com ON. En el model ON, index HOMA-b similars, és indicatiu de que els animals
ON han de secretar més insulina per compensar la hiperglucémia. A partir de les
observacions fetes durant I'ipGTT, sembla que els animals ON presenten un problema de
sensibilitat a la insulina, més que de secrecid. Es necessari un assaig addicional de sensibilitat
a la insulina en els teixits periféerics per aprofundir a nivell molecular els motius d’aquesta
resistencia que s’observa.

En primer lloc, 'augment significatiu Akt i Gsk3 en el grup C en tots els teixits confirma que
es tracta de dos bones dianes per a estudiar la via de senyalitzacié de la insulina. Val a dir,
que en el cas del muscul, I'activacié de Gsk3 no arriba al limit de significacidé (P=0.06). Aquest
fet es pot explicar perque al muscul, la sintesi de glicogen estimulada per insulina no depén
Unicament de la funcié de Gsk3, sind que és el resultat de la contribucid relativa de dos
esdeveniments: 1) la desfosforilacié covalent de la Glicogen Sintasa (GS) per part de Gsk3, i
2) I'activacio al-losterica per part de la glucosa 6-fosfat (G6P). De fet, in vivo, la insulina juga
un paper clau principalment en aquest segon esdeveniment (Bouskila M, 2007; Roach PJ,
2002). Per tant, al muscul és més dificil veure I'efecte de la insulina sobre Gsk3, ja que no és
un pas limitant en la funcié final, que és la sintesi de glicogen. Tot i aix0, al laboratori es va
escollir igualment Gsk3 perqueé és una diana directa d’Akt (del qual s’obté una molt bona
activacid), s’observava activacio de Gsk3 (tot i que no tan pronunciada com en altres teixits) i
per seguir el mateix patré d’estudi que en els altres teixits i aixi fer-ne més facil la
interpretacio.

La preséncia de resistencia hepatica a la insulina en animals ON es fa evident perqué

I'activacié de la via de senyalitzacié de la insulina en resposta a una mateixa quantitat
d’insulina és molt menor en els animals ON que en els animals C, tan en els nivells de pAkt
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(que en preséncia de insulina no augmenta de forma significativa) com en la seva diana
Gsk3. A més, en ambdds casos, I'increment de les formes fosforilades (propies de I’activacid
de la via) en animals ON és menys de la meitat que en animals C.

En el teixit adipds, també s’observa un defecte en |'activacié de la via de senyalitzacid
d’insulina en animals ON, ja que pAkt aconsegueix un augment significatiu, tot i que menor
(per tant hi ha alguna alteracid) pero Gsk3 no respon de forma apropiada.

Per ultim, al muscul la sensibilitat a la insulina és inclis millor en animals ON que en animals
C. Tal i com s’ha comentat en aquest capitol, la resposta de Gsk3 a Akt és petita tant en
animals C com ON en comparacié als altres teixits degut a la contribucié relativa de Gsk3 en
la sintesi de glicogen al fetge. El fet que I'increment de Gsk3 sigui similar en ambdds grups i
la bona resposta previa de Akt, sén indicatius que no hi ha resisténcia a nivell muscular. De
fet, la millor resposta de Akt a insulina podria ser un efecte compensatori del muscul a la
resistencia progressiva dels altres dos teixits estudiats.

A més, tant al fetge com al teixit adipds s’observa una hiperactivacié basal de la via. Es a dir,
tot i no haver-hi un estimul extern (insulina) que indueix I'activacié de la via, els nivells de
pAkt en animals sense insulina sén superiors en animals ON respecte els C.

L’augment basal de fosforilacié a fetge i teixit adipds de ratolins ON es pot explicar pel fet
que aquests individus presenten hiperinsulinémia en deju. Per tant, la exposicié a nivells
elevats cronics d’insulina poden causar aquest augment de fosforilacié d’Akt i Gsk3b fins i tot
en abséncia de I'estimul suprafisiologic de la insulina.

D’altra banda, durant I'ipGTT, els animals ON secreten una major quantitat d’insulina que els
animals C, possiblement com a conseqliéncia de la resisténcia periférica en la que es troben
(Del Prato S, 2002). Per tal de determinar la funcionalitat de la cél-lula 3 i la seva contribucié
a la tolerancia a la insulina es va assajar la seva capacitat secretora in vitro. S’observa que la
cél-lula B de ratolins ON presenta certa inflexibilitat a la glucosa, caracteritzada per una
secrecié desproporcionada a concentracions baixes (2.8 mM) mentre que a concentracions
elevades (16.7 mM) encara és capa¢ de mantenir la secrecid, comparable als illots del grup
C. Per tant, en aquest punt la cél-lula B ja presenta una certa alteracié en la secrecid
d’insulina en resposta a glucosa. Aquest perfil de secrecid es tipic d’illots adaptats a
condicions de glucotoxicitat (degut a elevades glucémies) i/o lipotoxicitat (elevats nivells de
triglicérids) i es tracta d’un patré de comportament peculiar de la cél-lula B pre-diabética in
vitro (Gerich JE, 2002; Hosokawa Y, 1996, Newgard CB, 2002; Prentki M, 2012).

Pel que fa a la secreci6 d’insulina en condicions fisiologiques basals o de dejy, la cél-lula B
augmenta la secrecio d’insulina a fi de mantenir la normoglucémia en un context on no hi ha
diferéncies en la massa de cél-lula B del pancrees. La hiperinsulinémia basal podria ser una
adaptacié funcional per part de la cél-lula B a la resisténcia a la insulina que s’observa.
Aquesta caracteristica és tipica d’individus obesos no diabétics i es considera un primer pas
en el desenvolupament d’estats patogénics (Del Prato S, 2002; Gonzalez A, 2013; Quan W,
2013; Reaven GM, 2005).
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En conclusié, sembla que la cél-lula B és capag de respondre funcionalment. En dejq,
normalitza la glucemia mitjancant la hipersecrecié d’insulina. En alimentacié, tot i
augmentar la secrecié de insulina s’observa hiperglicemia degut probablement a la
resistencia periferica a la insulina.

En aquest punt és necessari estudiar quins senyals intracel-lulars inicien la resisténcia al
fetge i al teixit adipds per tal de trobar les vies responsables de I’alteracié en la senyalitzacié
de la insulina. Factors endocrins (acids grassos, adipoquines), factors d’inflamacio i/o factors
intrinsecs (acumulacié ectopica de greixos, estrés oxidatiu, estrés al Reticle Endoplasmic o
alteracions mitocondrials) s’han descrit com a senyals que poden induir resisténcia a la
insulina (Qatanani M, 2007). Encara que algun d’aquests factors pot tenir una paper
dominant, pot ser que existeixi una interdependéncia entre diversos factors que esdevengui
responsable de la patofisiologia de la resistencia a la insulina.

Pel que fa al metabolisme lipidic, la hiperinsulinemia i la resistencia a la insulina sovint estan
associats a dislipémia. El component més evident de la dislipemia és I'augment de triglicérids
i acids grassos lliures que poden recircular cap al fetge donant lloc a I'acumulacié hepatica
de triglicerids. (Avramoglu RK, 2006; Klop B, 2013; Ruotolo G, 2002).

El model ON mostra un augment d’acids grassos lliures i triglicerids (serum, fetge i muascul),
aixi com de VLDL. En acord a la bibliografia existent, els animals ON utilitzarien els acids
grassos lliures per sintetitzar triglicérids, que s’acumularien al fetge i formarien les VLDL. Es
confirma la implicacioé del fetge en la produccié-export de VLDL mitjangant experiments amb
Tyloxapol. El Tyloxapol bloqueja I'activitat lipoproteina lipasa dels teixits periférics. Per tant,
després de la seva administracié els triglicérids circulants d’'un animal dejunat estan
continguts en lipoproteines de nova produccid, és a dir, VLDL (Levine S, 2007). Els animals
ON presenten nivells elevats de TAG 180 min després de I'administracié de Tyloxapol,
confirmant un augment actiu en la sintesi i/o exportacié de VLDL.

Per la sintesi de VLDL s’utilitzen quatre fonts d’acids grassos: la lipogénesi de novo, els
diposits de triglicerids del citoplasma, els acids grassos continguts en les lipoproteines i els
acids grassos del plasma. Quantitativament, la lipogénesi de novo té una contribucié poc
important en la sintesi de VLDL (Julius U, 2003). De fet, els animals ON no presenten canvis
en 'expressid hepatica de gens lipogenics ni lipolitics. Aixi doncs, la sintesi hepatica de VLDL
tindria lloc, molt probablement, degut a un augment del flux d’acids grassos cap al fetge.
L’exportacié de VLDL també esta sotmeés a regulacié (Erickson B, 2013). Es possible que
I'augment de VLDL després de I'administracié de Tyloxapol sigui degut a un augment de la
sintesi/produccid, un augment de I'exportacié de VLDL o la combinacié d’ambdds processos.

En animals ON adults s’observa hipertrigliceridemia i resisténcia a la insulina al fetge. No
esta clar si la resisténcia a la insulina és la causant de I'acumulacio de triglicerids al fetge, o si
I'augment de triglicérids per si mateix o bé de metabolits intermediaris desencadena el
desenvolupament hepatic o sistémic de resisténcia a la insulina (Postic C, 2008). Multiples
estudis mostren que una acumulacié excessiva de triglicérids en els hepatocits es troba
altament associada amb la resisténcia a la insulina (Abdelmalek MF, 2007; Charlton M, 2004;
Adams LA, 2007). Altres estudis recents afavoreixen el concepte de I'acumulacié
intrahepatica de lipids com a precedent dels estats d’insulinoresisténcia. Per contra, altres
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estudis demostren que els triglicerids hepatics per si mateixos no sén toxics i poden tenir un
efecte protector davant la lipotoxicitat (Listenberger L, 2003; Yamaguchi K, 2007), suggerint
que l'esteatosi hepatica no esta necessariament associada a la resistencia a la insulina
(Monetti M, 2007; Rinella ME, 2004). La relacié entre ambdds factors en animals ON
s’estudia en el capitol seglient.

D’altra banda, es coneix que un 25% de la sintesi de novo de colesterol té lloc al fetge (la
resta es sintetitza a I'intesti, glandules adrenals o aparell reproductor) a partir d’Acetil-Coa
(acids grassos) o piruvat (provinent de glucosa) (Berg JM, 2002). Els animals ON mostren un
augment de la sintesi hepatica de colesterol que va en acord a I'augment colesterol en
serum.

A part de triglicérids, les VLDL contenen aproximadament un 12% d’esters de colesterol i
colesterol. Aquest contingut és menor que el 42% i 36% de corresponent a les LDL i HDL, tot i
aix0, un augment de les VLDL pot resultar en un augment del colesterol total. L'augment de
colesterol VLDL és un dels factors contribuents a la formacié de plaques aterogéniques i
esdevé un risc important de malalties cardiovasculars (Steiner G, 1987; Kuchinskiene Z, 1982;
NCEP, 2002).

Amb els experiments realitzats es pot afirmar que s’observa hipercolesteroléemia en sérum,
augment de sintesi hepatica de colesterol i augment de colesterol HDL pero no es pot
concloure quin és el motiu. Una possible hipotesi és que als animals ON la disponibilitat de
substrats provoqui un augment de la sintesi de colesterol hepatica i de la produccié de VLDL.
En I'augment de HDL, no es pot descartar un defecte en el transport revers de colesterol, en
el seu metabolisme, en la sintesi o absorcid d’acids biliars o en I’excrecié tindria com a rad
alternativa a I'acumulacié de colesterol HDL (Voshol PJ, 1998; Turner S, 2012).
Malauradament no ha estat possible aprofundir en aquest tema al llarg d’aquesta tesi, que
en aquest capitol s’ha centrat sobretot en la caracteritzacié general del fenotip ON.

En un terg diferent, els animals ON tenen sobrepés al llarg del disseny experimental (des de
les 2 setmanes fins al 4 mesos de vida). Aquest sobrepés s’explica, en part, per un augment
de I'adipositat. A nivell histologic els adipocits dels animals ON sén clarament més grans que
els controls. Aixi mateix, el posterior estudi de la distribucié del diametre dels adipocits
mostra com en els animals ON els adipocits grans sén més freqiients que en animals C, i la
mitjana i la mediana dels diametres també sén superiors. Curiosament, aquest augment del
diametre dels adipocits correlaciona amb la resisténcia a la insulina que s’observa a les 4
setmanes de vida.

Que hi hagi hipertrofia del teixit no impedeix que també hi pugui haver hiperplasia. En
aquest cas, el contatge d’adipocits s’ha fet a partir de les mostres histologiques relativitzades
al pes del teixit, i sembla evident que el nombre d’adipocits és similar en ambdds grups i que
el motiu principal de 'augment de massa del teixit és la hipertrofia. L’abséncia de canvis en
I’expressié dels factors de transcripcié implicats en I'adipogenesi confirma que no hi ha
hiperplasia i per tant, la hipertrofia del teixit adipds és la principal causa del sobrepés.

El teixit adipds és el principal organ d’emmagatzematge de triglicérids. En animals ON,
I"augment de massa del teixit adipds podria indicar un augment de la lipogenesi. Per contra,
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no s’observen canvis d’expressio en els principals gens lipogénics. Tampoc s’observen canvis
d’expressié en els gens lipolitics. Per tant, sembla que no hi ha una variacié en I'activitat del
teixit adipds en un context d’hipertrofia. Cal tenir en compte que es tracta d’un teixit adipds
resistent a la insulina, de manera que la hiperinsulinemia no és capa¢ d’estimular la
lipogénesi del teixit adipds a fi emmagatzemar part dels triglicérids circulants.

L’augment de massa del teixit adipds en un context on la lipogénesi i la lipolisi no canvia, fa
pensar que I'acumulacié de greixos ha tingut lloc en un altre moment, i per tant es dona una
situacié de programacié del teixit. Es a dir, en I'etapa postnatal, que és quan té lloc la
sobrenutricio, el teixit adipdés acumula greixos i aquesta situacié esdevé irreversible tot i
normalitzar la ingesta en I'edat adulta. Aquesta és una situacié descrita en la bibliografia en
altres models animals sobrenutricié de les cries o materna i/o desnutricid, en rata i en ratoli
(Davidowa H, 2007; Martin-Gronert MS, 2013; Plagemann A, 1999; Samuelsson AM 2008).

En un context d’obesitat i resisténcia a la insulina dels animals ON, la secrecié d’adipoquines
per part del teixit adipds pren importancia en la biologia del fenotip ON, ja que moltes
adipoquines participen en processos inflamatoris. Amb la obesitat la secrecié d’adioquines
pot veure’s alterada i provoca inflamacié que s’associa a diverses alteracions metaboliques,
entre les quals es troba la resisténcia a la insulina. (Stofkova A, 2009; Ouchi N, 2011; Ozarda
Y, 2012). En els animals ON no s’observen canvis d’expressio ni en els nivells sérics de les
principals adipoquines. Per tant, segons les observacions en animals ON de 4 mesos de vida,
es descarta la inflamacié com a motiu desencadenant de la resistencia a la insulina.

Pel que fa al metabolisme glucidic, la gluconeogeénesi és un procés que té lloc gairebé
exclusivament al fetge (10% als ronyons). En situacions de deju és clau en I'obtencié de
glucosa a partir de diversos substrats com el glicogen hepatic, el lactat del muscul, el glicerol
resultant del teixit adipds o diversos aminoacids (Girard J, 2006).

La insulina té un efecte inhibidor sobre la gluconeogeénesi, que pot ser directe o indirecte.
L’efecte directe és el que té lloc sobre el fetge. L'efecte indirecte I’exerceix sobre la secrecid
de glucago, els canvis neurals i la reduccié dels substrats o precursors gluconeogenics al
fetge (Girard J, 2006). Existeix una gran controversia sobre quin és I'efecte dominant.
Experiments fets en ratolins amb problemes al receptor d’insulina indiquen que I'efecte
directe predomina sobre el indirecte (Cherrington A, 2002), mentre que experiments fets en
gossos diuen el contrari (Fisher SJ, 2003).

En animals ON en deju I'expressid dels principals gens gluconeogénics del fetge es mostra
inalterada. A més no s’observa un augment dels principals substrats gluconeogénics que
puguin estimular la sintesi de glucosa. Sembla que en animals ON en deju, la hipersecrecid
de la cel-lula beta seria conseqiiencia de la resisténcia a la insulina. L'efecte directe de la
insulina sobre la gluconeogenesi inhibiria I’expressié hepatica dels principals gens de la via, i
I'efecte indirecte mantindria els nivells normals dels substrats gluconeogenics, ja no
s’observen canvis en els nivells de glicogen, lactat ni glicerol. Aixi doncs, sembla que en
ultima instancia la hiperinsulinémia aconseguiria el control de la normoglucémia en deju que
s’observa en animals ON, en part, a través del control de la gluconeogenesi, tot i la
resisténcia a la insulina.
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Ara bé, davant d’una entrada gran de substrat, com és el piruvat en |'assaig fisiologic de
produccié de glucosa a partir de piruvat sodic, els animals ON no sén capagos de inhibir la
gluconeogenesi. L'efecte indirecte de la insulina perd importancia, ja que per molt que
s’inhibeixi la produccié de substrats, el piruvat arriba des d’una font externa. L'efecte directe
no és suficient degut a la resisténcia hepatica. Aixo resulta en un augment de la produccio
de glucosa, tal i com s’observa en I'assaig de piruvat sodic. Per tant, I'augment de la
gluconeogenesi com a conseqiiencia de la resisténcia a la insulina, és un factor que
contribueix, en part, a la hiperglucemia que s’observa en animals ON alimentats.

En resum, la caracteritzacid del fenotip ON permet concloure que la sobrenutricié postnatal
dona lloc en I'etapa adulta al desenvolupament de trets caracteristics de la Sindrome
Metabolica, tals com

- intolerancia a la glucosa

- hiperinsulinémia

- resisténcia a la insulina (a nivell hepatic i del teixit adipds)

- hipertrigliceridemia

- hipercolesterolémia

- augment de la gluconeogénesi (durant una carrega de piruvat)

Es imprescindible tenir en comte que en aquest capitol la caracteritzacié del fenotip ON es
realitza en animals adults, de manera que és possible observar canvis i alteracions, pero és
dificil descriure com s’han desencadenat. Per fer-ho és necessari estudiar els animals ON en
diversos moments de la seva vida, o si més no, és necessari estudiar el metabolisme dels
animals ON durant I'etapa postnatal, que és quan té lloc la sobrenutricié. Aquest és
I’objectiu del segiient capitol.
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2.1 INTRODUCCIO

Nombrosos estudis fets en models experimentals i corroborats en humans (veure Apartat 2
de la introduccié) demostren una interelacié entre la nutricid postnatal, el patré de
creixement durant la infancia i les alteracions metaboliques que s’observen en I'edat adulta
(Neu J, 2007). Aquesta fenomen es clau en determinar la salut de I'individu al llarg de la vida.

De fet, aquestes observacions es recullen en la hipotesi, ja descrita, de I'Origen durant el
Desenvolupament de Malalties de I’Adult (Developmental Origins of Health and Disease,
DOHabD), que proposa el programming o efecte permanent de les condicions primerenques
com a influéncia en el creixement i metabolisme en I'edat adulta (Lucas A, 1991; Gluckman
P, 2006; Wang X, 2013).

Aquesta definicié s’ajusta al fenotip que s’observa en el model ON del laboratori, on
s'indueix una alteracié nutricional durant I'etapa postnatal (des del naixement fins al
deslletament) que influeix en el metabolisme de I’adult, on els animals desenvolupen
hipertrigliceridemia, hiperinsulinémia, intolerancia a la glucosa i resisténcia a la insulina.

Sembla ser, doncs, que en etapes primerenques dels animals ON existeix una programacio o
plasticitat del desenvolupament que dona lloc al fenotip que s’observa en I'adult. En aquest
capitol s’estudien els mecanismes que tenen lloc durant les primeres setmanes de vida i que
participen en aquesta programacio. En resum, contribuir al coneixement sobre quins canvis
indueix la sobrenutricié en I'etapa primerenca dels animals ON.

Per fer-ho, es van reproduir durant les primeres setmanes de vida, molts dels experiments i
assaigs realitzats en animals adults, centrats sobretot en I'aparicié de resisténcia a la insulina
i les alteracions en el metabolisme lipidic. El principal objectiu era coneéixer quines
alteracions observades en els animals ON adults ja es trobaven presents durant les primeres
setmanes de vida.
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2.2 RESULTATS

2.2.1 GLUCEMIA | TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Es van realitzar mesures de glucémia en animals de 2, 3 i 4 setmanes de vida tant en
condicions d’alimentacié com deju. El deju dels animals de 2 i 3 setmanes va ser de 4h, per
evitar altres conseqiiéncies metaboliques d’un deju prolongat. En animals de 4 setmanes de
vida el deju va ser de 12-16h, igual que en animals adults.

Els ratolins ON de 2 setmanes de vida ja presentaven nivells de glucosa en deju més elevats
(P<0.05) que el grup C, mentre que els nivells d’insulina eren similars en ambdds grups
(P=0.7) (Figura 23a).

A les 3 setmanes de vida, els nivells de glucosa dels animals ON eren més elevats, encara que
de forma no significativa, tant en condicions de deju (P=0.45) com d’alimentacié (P=0.21). Els
nivells d’insulina eren lleugerament més alts (P=0.47) en el grup ON que en el grup C (Figura
23b).

A les 4 setmanes de vida els animals ON dejunats tenien nivells de glucosa lleugerament
inferiors que el grup C (P=0.29), mentre que els animals ON alimentats tenien nivells de
glucosa més elevats que el grup C encara que de forma no significativa (P=0.18).
Curiosament, la insulinémia en deju augmentava (P<0.05) en animals ON (Figura 23c).

Per avaluar la tolerancia a la glucosa en etapes primerenques es va realitzar un ipGTT
administrant 2 gr de glucosa /kg de pes corporal a ratolins de 4 setmanes de vida. Els animals
del grup ON van respondre millor al bolus de glucosa que el grup C, encara que els resultats
sol van ser significatius a 60 min (P<0.05) (Figura 24).
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Figura 23. Glucosa i insulina en sérum durant les primeres setmanes de vida. a) 2
setmanes de vida, deju de 4 h per evitar conseqiiéncies metaboliques. b) 3 setmanes de
vida, deju de 4 h per evitar conseqliéncies metaboliques. c) 4 setmanes de vida, deju de 12
h. n > 10 animals per grup. Resultats expressats com mitjana £ SEM. t Student vs C, en
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Figura 24. Tolerancia a la glucosa en animals de 4 setmanes de vida. ipGTT, 2 gr glucosa
/kg pes corporal). Les rodones buides corresponen al grup C, mentre que les rodones
negres al grup ON. Animals dejunats 12 h. n > 20 animals per grup. Resultats expressats
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2.2.2. SENSIBILITAT A LA INSULINA

Per avaluar la sensibilitat a la insulina es va realitzar un test intraperitoneal de tolerancia a la
insulina (ipITT) mitjangant I'administracio de 1 U insulina /animal (Humalog) en animals de 4
setmanes de vida. En comparacio al grup C, els animals ON mantenien els nivells de glucosa
elevats (P<0.01) al llarg de tot el test (Figura 25). Per tant, a les 4 setmanes de vida, els
animals del grup ON ja presenten resisténcia a la insulina.
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Figura 25. Tolerancia a la insulina en animals de 4 setmanes d’edat. ipITT, 1 U insulina
/animal). Les rodones buides corresponen al grup C, mentre que les rodones negres al
grup ON. Animals dejunats 4 h. n > 20 animals per grup. Resultats expressats com mitjana
+ SEM. t Student vs C: * P<0.05, * P<0.01; *** P <0.001.

En animals de 4 setmanes, es va repetir |'assaig fisiologic de sensibilitat a la insulina que es
va fer en animals adults, a fi de confirmar la resisténcia a la insulina i determinar com
responien els principals teixits sensibles. Igual que en animals adults, es va estudiar
I’activacié de les principals proteines de la cascada de senyalitzacio de la insulina (Akt i Gsk3)
a través de la induccié de la seva fosforilacio.

Es van realitzar western blots en fetge, teixit adipds i muscul, amb anticossos per a les
diferents proteines, tant en la seva forma fosforilada (pAkt i pGsk3), no fosforilada (Akt i
Gsk3) i I’Actina b, com a control intern (Figura 26a).

Al fetge es va observar un augment de pAkt de 29x en el grup C (P<0.05) i 3.2x en el grup ON
(P=0.12). Per tant, els animals ON no van ser capagos d’activar la via de senyalitzacié
d’insulina igual que els animals C. L’activacio de pAkt es va traduir en un augment de 1.7x de
pGsk3 en el grup C (P=0.2), mentre que en el grup ON I’activacié no significativa de pAkt va
suposar un augment de 1.3x en pGsk3 (P=0.13) (Figura 26b). Per tant, existeix resisténcia
hepatica a la insulina en el animals ON de 4 setmanes de vida, sobretot en la primera part de
la via.

Al teixit adip0ds, el grup C va augmentar 12x els nivells de pAkt (P<0.01) mentre que en el
grup ON la resposta va ser molt menor, 3.8x, sense arribar a la significacid. En el cas de
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pGsk3, en el grup C va augmentar 1.3x (P<0.05), mentre que en el grup ON els nivells de
pGsk3 no tan sols no augmentaven sind que inclds van disminuir 0.9x (Figura 26b). Per tant,
el teixit adipds dels animals ON de 4 setmanes de vida també presenta resisténcia a la
insulina.
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Figura 26. Assaig de sensibilitat periférica a la insulina en animals de 4 mesos de vida. Els animals reben
1 U /insulina a través de I'aorta. S’extreuen els teixits i es mesura I'activaci6 de les principals proteines de
la via de la insulina. a) Resultats de western blot de les diferents proteines en la seva forma fosforilada i
sense fosforilar. S’utilitza Actina b (bAct) com a control intern. b) Mesura de la fosforilacié d’Akt i Gsk3 en
fetge, tx. adipds i muscul. Animals dejunats 12 h. n > 6 animals per grup. Sobre la barra i en cursiva
s’expressa la relacié ON/C. Sota la barra s’expressa el valor de P segons t Student vs C, * P <0.05; ** P <
0.01.
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Al muscul del grup C, pAkt va augmentar 14.4x sense ser significatiu (P=0.17), degut
probablement, a la dispersié dels resultats. En el grup ON, I'augment de pAkt va ser menor,
6.3x i tampoc va ser significatiu (P=0.16). D’altra banda, pGsk3 augmentava 1.6x en el grup C
(P=0.18) i 1.2x en el grup ON (P=0.44), sense ser significatiu en cap dels dos casos, de nou
per la dispersid en els resultats (Figura 26b). Aixi doncs, a partir dels resultats observats, el
muscul dels animals ON de 4 setmanes de vida respon a la insulina de manera similar als
animals C i per tant, no mostra senyals de resistencia.

Cal fer notable 'laugment de pAkt en el grup ON- en comparacié al grup C- (Figura 26b).
Aquests alts nivells de fosforilacié d’Akt en situacié de no estimulacié correlacionen amb els
resultats d’insulinemia en serum a 4 setmanes de vida (Figura 23c) i com s’ha descrit en el
capitol anterior, es mantenen en animals adults.

2.2.3 ESTUDI DEL METABOLISME LIPIDIC

Es van estudiar els nivells de triglicérids en les primeres setmanes de vida a fi d’esbrinar si la
hipertrigliceridémia en animals adults es desenvolupava durant I'etapa postnatal. Ales 23
setmanes de vida, els triglicerids en sérum del grup ON eren similars al grup C. Es va
observar un augment dels nivells de triglicérids per primera vegada a les 4 setmanes de vida
(P<0.01) (Figura 27a). Aixi mateix, en aquest animals també augmentaven els acids grassos
Iliures (P<0.05) (Figura 27b).

En el fetge dels animals ON es va observar hipertrigliceridemia per primera vegada a les 4
setmanes de vida (P<0.01) (Figura 27a) en un context on els nivells de fosfolipids al fetge
eren similars al grup C (Figura 27b). Per Ultim, en aquests animals no es van observar canvis
en els nivells de triglicérids al muscul (Figura 27a).

Donat que el fetge és un teixit protagonista en la sintesi de lipoproteines, i que s’observa un
augment de triglicérids a les 4 setmanes de vida, es va estudiar el metabolisme de les
lipoproteines. Es va estudiar el perfil de lipoproteines mitjangant cromatografia liquida de
gel filtracio (fast protein liquid chromatography, FPLC), que és una técnica més acurada que
I’assaig de Tyloxapol realitzat en animals adults, ja que la mesura es fa directament sobre la
mostra de serum.
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Figura 27. Contingut de triglicerids (TAG), acids grassos (AG) i fosfolipids (PL) en animals de 4
setmanes de vida. a) Contingut de triglicérids en sérum, fetge i muscul en animals de 2 (deju 4 h,
n>6) 3 (deju 4 h n>6) i 4 (deju 12 h, n> 10) setmanes de vida. b) Contingut d’acids grassos en
serum i fosfolipids en fetge en animals de 4 setmanes de vida. Animals dejunat 12 h. tots els
resultats s’expressen com a mitjana = SEM. t Student vs C, en cursiva p-valor, ¥ P <0.05; ** P <
0.01; *** P <0.001.
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Es va observar un clar augment de triglicerids en les fraccions corresponents a les VLDL en el
grup ON de 4 setmanes de vida, mentre que els valors corresponents a LDL i HDL van ser

similars al grup C (Figura 28).
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Figura 28. Perfil de triglicérids continguts en lipoproteines en animals de 4 setmanes de
vida. Cromatografia liquida de gel filtracié (FPLC, fast protein liquid chromatography)
realitzada en mostres de sérum. La linia continua correspon al grup C, mentre que la linia
discontinua correspon al grup ON. En I'eix de les abscisses es representen les diferents

fraccions d’elucié. Animals dejunats 12 h. n > 20 animals per grup.

Es va dur a terme un estudi de la lipogénesi de novo amb isotops estables mitjangant un
analisi de distribucid de masses (Mass Isotopomer Distribution Analisis (MIDA)). Es va
mesurar la incorporacié de 13C als acids grassos continguts en les VLDL en els animals
tractats amb 13C-Acetat. El percentatge d’acids grassos sintetitzats de nou, aixi com
I’elongacio dels ja existents era menor en el grup ON, tant en el cas del palmitat (C18:0) com
en I'estearat (C18:0) i I'oleat (C18:1), que sén els principals acids grassos que es troben a les
lipoproteines (P<0.01) (Figura 29). Es a dir, la sintesi de lipids disminueix en el grup ON de 4
setmanes de vida (en un context on les VLDL augmenten).
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Figura 29. Lipogénesi de novo en animals de 4 setmanes de vida. La mesura de la lipogénesi
de novo es du a terme mitjangant la incorporacié de 13C als acids grassos continguts en les
VLDL dels animals tractats amb 10 mg 13C-Acetat /gr d’aigua durant 96h. C16:0 = Palmitat;
C18:0 = Estearat; C18:1 = Oleat. Es representa tan la sintesi fraccional (barres blanques al grup
C i barres gris fosc al grup ON) com I'elongacié de la cadena (barres rallades al grup C i barres
gris clar al grup ON). Calculs mitjangant analisi MIDA (Mass Isotopomer Distribution Analisis).
Animals dejunats 12 h. n > 10 animals per grup. t Student vs C: Sintesi fraccional *** P <
0.001; Elongacié de la cadena ### P < 0.001; Total $$ P <0.01; $$$ P <0.001.

A continuacio, igual que en el cas del animals adults, es va estudiar I'expressié al fetge de
gens lipogeénics i lipolitics en animals de 2, 3 i 4 setmanes de vida mitjangant qPCR (Figura 13
aib).

A les 2 setmanes de vida, I'expressid dels gens lipogénics era similar entre ambdds grups,
mentre que I'expressié dels gens lipolitics va disminuir en el grup ON, amb diferent grau de
significacid (de P=0.06 a P<0.001) (Figura 30).

A les 3 setmanes de vida, alguns dels gens lipogénics van disminuir la seva expressié en el
grup ON: Fasn (P<0.05), Scd1 (P<0.001), Accl (P<0.001) i Acc2 (P<0.001). L’Unic gen que va
augmentar era Fabp (P<0.01). Per contra, no es van observar canvis d’expressio en els gens
lipolitics del grup ON de 3 setmanes de vida (Figura 30).

A les 4 setmanes, |'expressié genica es va normalitzar i Unicament Scd1 i Fabp augmentaven

en el cas de gens lipogenics (P<0.05); i Cptlb va disminuir en el cas dels gens lipolitics
(P<0.05) (Figura 30).
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Figura 30. Analisi de factors de regulacio i enzims de la sintesi i oxidacié de lipids en fetge d’animals de 2,3 i 4
setmanes de vida. Expressié de gens que participen en la sintesi d’acids grassos (lipogénesi) i en I'oxidacio
d’acids grassos (lipolisi) Valors d’expressié normalitzats per Actina b. Animals dejunats 4 h (2 i 3 setmanes) o 12h
(4 setmanes) . n> 6 animals per grup. Els resultats s’expressen com a mitjana £ SEM. La linia discontinua
representa el I'expressio del grup C. Les barres negres representen I'expressié del grup ON. t Student vs C, en
cursiva p-valor, * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.

Donat que les lipoproteines també sén responsables del transport d’esters de colesterol i
colesterol es van mesurar els nivells de colesterol en serum i fetge. En ambdéds casos, el
colesterol total, aixi com el lliure eren similars entre els grups ON i C (Figura 31 i b).
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Figura 31. Colesterol en serum i fetge en animals de 4 setmanes de vida. a) Colesterol
total (TC) i colesterol HDL (HDL-CE) en seérum. b) Colesterol total (TC) i colesterol lliure
(fCE) en fetge. Animals dejunats 12h. n > 8 animals per grup. Els resultats s’expressen com
a mitjana = SEM. t Student vs C, en cursiva p-valor, * P <0.05.

En el perfil lipoproteic fet mitjangant cromatografia liquida (FPLC) tampoc es van observar
diferéncies en els nivells de colesterol de les lipoproteines (Figura 32).
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Figura 32. Perfil de colesterol lipoproteines en animals de 4 setmanes de vida.
Cromatografia liquida de gel filtracidé (FPLC, fast protein liquid chromatography)
realitzada en mostres de sérum. La linia continua correspon al grup C, mentre que la
linia discontinua correspon al grup ON. En I'eix de les abscisses es representen les
diferents fraccions d’elucié. Animals dejunats 12 h. n > 20 animals per grup.
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Malgrat no es van detectar canvis en els nivells de colesterol, es va observar una disminucié
en la seva sintesi en el grup ON a les 4 setmanes de vida, tan en els estudis fets mitjangant
espectrometria de masses (MIDA) a partir de les gotes de sang extretes cada 12h en animals
tractats amb 13C-Acetat (Figura 33a)com en |'expressié genica de Hmgcr, principal gen en la
via de sintesi de colesterol (P<0.001) (Figura 33).
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Figura 33. Sintesi de novo de colesterol en animals de 4 setmanes de vida. a) La mesura de la sintesi de novo
de colesterol es du a terme a partir de la incorporacié de 13C a colesterol en animals tractats amb 10 mg 13C-
Acetat /gr d’aigua durant 96h. La linia continua correspon al grup C, mentre que la linia discontinua correspon
al grup ON. Calculs mitjangant analisi MIDA (Mass Isotopomer Distribution Analisis) en mostres de sang extretes
ales 12,24, 36, 48, 60, 72, 84 i 96 h. b) Expressio génica de Hmgcr en fetge. Animals dejunats 12 h. n> 6
animals per grup. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. t Student vs C, * P <0.001.

ESTUDI HISTOLOGIC | FUNCIONAL DEL TEIXIT ADIPOS

En els teixits extrets durant el sacrifici dels animals a les 2 i 3 setmanes de vida es va
demostrar que I'augment de teixit adipds es deu principalment a un augment de la mida dels
adipocits, que ja era aparent a les primeres setmanes de vida (Figura 34a). Aquest fet es va
confirmar amb la distribucié de la freqliéncia relativa del diametre dels adipocits, aixi com en
els calculs derivats (Figura 34b). Igual que en els animals adults, 'augment de la mida dels
adipocits no suposa un canvi en la cel-lularitat del teixit (Figura 34b).

A continuacid, no es van observar canvis en I'expressid génica dels principals factors de
transcripcid que participen en la diferenciacié dels adipocits (PPARg, CEBPa i AP2) ales 2, 3 i
4 setmanes de vida. Per tant, no hi ha diferencies entre I'adipogénesi d’ambdds grups
(Figura 35).

Per contra, si que hi ha diferéncies en I'expressid de gens de sintesi i metabolitzacié de lipids.
Pel que fa als gens lipogénics, a les 2 setmanes de vida es va observar un augment de Fasn
(P<0.05) en animals ON, que es mantenia a les 3 setmanes de vida, on també va augmentar
I’expressié de Rxra, Fasn, Scdl i Accl (P<0.05). A les 4 setmanes, I'expressio de tots els gens
era similar entre ambdods grups i Unicament Srebfl augmentava en animals ON (P<0.05)
(Figura 35).
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Figura 34. Pes corporal i mida dels adipocits durant les primeres setmanes de vida. a) Pes corporal
i pes del teixit adipds durant les primeres setmanes de vida. Les rodones blanques representen el
grup C, mentre que les rodones negres al grup ON. Animals alimentats. n > 10. b) Adipocits
d’animals de 2 i 3 setmanes de vida tenyits amb hematoxilina-eosina. Seccions de 5 um. Imatge 20x.
b) Diametre dels adipocits. L'error negatiu representa el minim, I'error positiu el maxim. La part
inferior de la caixa correspon al primer quartil, mentre que la part superior al tercer quartil. La
mediana és la linia que divideix la caixa. Resultats expressats com a mitjana £ SEM. Calculs fets a
partir dels adipocits continguts en la diagonal més llarga de cada secci6 en 8-10 seccions de
diferents animals. Utilitzacié del programa d’analisi d’imatges Image J (https://.rsb.info.nih.gov/ij/).
Animals dejunats 12h. n > 8-10 animals per grup. t Student vs C, *** P <0.001.

Com es va comentar préviament (capitol 1 de Resultats, Apartat 1.2.4), el teixit adipds és
responsable de I'alliberacié d’adipoquines, que realitzen multiples funcions en I'organisme,
moltes d’elles relacionades amb l'augment de pes i la resistéencia a la insulina (trets
caracteristics dels animals ON).

L'estudi de l'activitat transcripcional de les principals adipoquines secretades pel teixit
adipds mostrava un augment de IL-6 i resistina (P<0.05), i leptina (P<0.01) en animals ON de
2 setmanes de vida. Els nivells de IL-6 i leptina seguien elevats a les 3 setmanes de vida en
animals del mateix grup (P<0.01) juntament amb MCP1 (P<0.05), mentre que els valors de
resistina disminuien en comparacio al grup C (P<0.05). A les 4 setmanes de vida no es van
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observar diferencies en I'expressié de les principals adipoquines entre els grups ON i C
(Figura 36).

Adipogenesi Lipogenesi
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Figura 35. Analisi de factors de regulacié de I'adipogénesi i de la sintesi de lipids al teixit
adipds en animals de 2, 3 i 4 setmanes de vida. Pparg, CEBPa i Apr son de factors de
transcripcié que estimulen I'adipogénesi. Entre els gens que participen rgulacid i en la sintesi
d’acids grassos trobem Rxra, Srebfl,Fasn, Scdl i Accl. Valors d’expressié normalitzats per
Actina b. Animals dejunats 4 h (2 i 3 setmanes de vida) i 12 h (4 setmanes de vida). n> 6
animals per grup. Els resultats s’expressen com a mitjana £ SEM. La linia discontinua
representa el I'expressié del grup C. Les barres negres representen I'expressio del grup ON. t
Student vs C, en cursiva p-valor. *P< 0.05.

En segon lloc, es van mesurar els nivells d’adipoquines en sérum tant en condicions
d’alimentacié com de deju. Per qiestions técniques Unicament es va caracteritzar |'activitat
secretora del teixit adipds en animals de 3 setmanes de vida. Els resultats en sérum
solament reproduien la disminucid de resistina que es va observar en teixit adipds d’animals
ON en deju de 3 setmanes de vida. Malauradament, la gran variabilitat en els resultats, aixi
com valors per sota dels intervals de deteccié van dificultar la interpretacié dels mateixos
(Figura 36).
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Figura 36. Expressié d’adipoquines al teixit adipés en animals de 2, 3 i 4
setmanes de vida. Valors d’expressié normalitzats per Actina b. Animals
dejunats 4 h (2 i 3 setmanes de vida) i 12 h (4 setmanes de vida). n> 6 animals
per grup. Els resultats s’expressen com a mitjana £ SEM. La linia discontinua
representa el I'expressio del grup C. Les barres negres representen |'expressid
del grup ON. t Student vs C, en cursiva p-valor, *P< 0.05; ** P< 0.01.
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2.3 DISCUSSIO

Un dels primers efectes de la sobrenutricié neonatal, descrit en el capitol 1, és 'augment de
pes i el creixement accelerat que té lloc en les primeres setmanes de vida. Com s’indica
anteriorment, aquest efecte es troba altament reportat en la bibliografia (Bulfin LJ, 2011;
Plagemann A, 2006; Spencer SJ, 2009; Stefanidis A, 2012).

Diversos autors descriuen un augment de la glucémia en deju durant el deslletament
d’animals sobrenutrits (Boullu-Ciocca, 2005; Rodrigues AL, 2011). En el model animal ON,
aquesta alteracid ja s’observa a les 2 setmanes de vida. Durant les seglients setmanes,
I"augment dels nivells de glucosa és compensa progressivament amb un augment de la
secrecié d’insulina, de manera que a les 4 setmanes de vida, els animals ON en deju
aconsegueixen normalitzar la seva glucemia respecte els animals C, a expenses de la
hiperinsulinémia. De fet, I'efecte positiu de la hipersecrecié per part de la cél-lula B dels
animals ON sobre el control de la glucemia, s’observa en la millora en la tolerancia en
resposta a un bolus de glucosa (ipGTT, Figura 24). Aquesta desregulacié de la cél-lula B
suposa el primer estadi en el desenvolupament de Diabetis tipus 2, i és potenciada pels
primers defectes en la sensibilitat a la insulina (Inzucchi SE, 2012; Kirkman MS, 2006), que en
animals ON s’observa ja a les 4 setmanes de vida (ipITT, Figura 25; test de sensibilitat a la
insulina, Figura 26).

L’estudi de la sensibilitat periférica a la insulina confirma que existeix resisténcia hepatica i
del teixit adipds a les 4 setmanes de vida. Els animals ON ja presenten el patrd de resisténcia
que s’observa en animals adults (descrit en el capitol 1), on la falta de resposta d’Akt es
tradueix, a la vegada, en una falta de resposta de Gsk3. Per contra, la sensibilitat al muascul
en els animals ON és inclis millor que en animals C. Aquest efecte podria ser una
compensacié del muscul a la resisténcia que es desenvolupa als altres teixits. De nou,
s’observa una hiperactivacié basal de la via, que reprodueix alhora els resultats observats en
animals adults.

Per ultim, els ultims experiments realitzats al laboratori semblen indicar que a les 2
setmanes de vida els animals ON ja sén resistents. Es tracta pero de dades preliminars que
falta confirmar. En resum, sembla que la resisténcia a la insulina que s’observa en fetge i
teixit adipds d’animals ON adults es desenvolupa en les primeres setmanes de vida, i
contribueix a altres complicacions associades a la Sindrome Metabolica, com per exemple, la
hiperinsulinémia.

La resistencia a la insulina és una de les causes subjacents de la Sindrome Metabolica (Smith
DO, 2004; Setsi G, 2006; Lann D, 2007). Diversos autors postulen, pero, que la resisténcia a la
insulina és causa i alhora conseqiiéncia en el fenotip de la Sindrome Metabolica (Hall JE,
1995; Shanik MH, 2008; Kashyap S, 2003).

Una possible causa que té com a consequencia la resisténcia a la insulina és I'alteracié en el
metabolisme lipidic (Johnson AM, 2013; Storlien LH, 1991; Koyama K, 1997; Schinner S,
2005; Roden M, 1996). De fet, a les 4 setmanes de vida s’observa una acumulacié hepatica
de lipids, fet pel qual la majoria d’estudis sobre el metabolisme lipidic en animals ON joves
es realitzen a les 4 setmanes de vida. Per una banda, els nivells de triglicérids es troben
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augmentats en seérum i fetge, aixi com els acids grassos en serum. Igualment el contingut de
lipoproteines VLDL augmenta. Per contra, segons |’assaig d’incorporacié de 13C-Acetat a la
sintesi d’acids grassos, sembla que la lipogénesi de novo es troba disminuida. A favor
d’aquesta disminucié de la lipogénesi, I'expressié hepatica dels principals gens implicats en
la sintesi i oxidacioé de lipids disminueix durant les primeres setmanes de vida.

Una possible explicacié seria la disminucié de la lipolisi a les 2 setmanes de vida com a
resposta efectiva per evitar un augment de triglicerids en sérum i a continuacié una
disminucié en la lipogenesi hepatica a les 3 setmanes com a mesura protectora per intentar
evitar I'acumulacié de triglicerids hepatics. La resistencia a la insulina faria que a les 4
setmanes de vida aquestes mesures no fossin suficients i tingués lloc I'acumulacié de
triglicérids tant en serum com fetge. Juntament amb la disminucié de la lipogénesi de novo,
'augment de I'expressi6 de Fabp, un transportador d’acids grassos, explicaria la
hipertrigliceridémia que s’observa per un defecte en la recirculacid de lipids.

En el metabolisme del colesterol, a les 4 setmanes de vida els animals ON tenen nivells
similars als animals C. Curiosament, tant la sintesi de colesterol a partir de 13C-Acetat, com
I’expressid génica de Hmgcr disminueixen en animals ON de 4 setmanes de vida. Per contra,
com es descriu en el primer capitol, en animals ON adults s’observa hipercolesterolémia. Per
tant, en algun moment es produeix una desregulacié del metabolisme del colesterol. Potser
es tracta d’'una mesura preventiva per evitar I'laugment de colesterol davant I'augment de la
disponibilitat de substrats, un defecte en el transport revers de colesterol o la sintesi, en
I"absorcié d’acids biliars o en I'excrecié. Amb |'edat, aquesta mesura no seria suficient i,
finalment els animals ON desenvoluparien hipercolesterolémia. Aquesta hipotesi requereix
experiments addicionals per ser contrastada.

L'acumulacié de lipids que s’observa en animals ON de 4 setmanes de vida fa especialment
interessant I'estudi del teixit adipds en aquest periode primerenc, ja que la seva funcié
principal és 'emmagatzematge de lipids. De fet, sembla que els canvis de pes corporal que
s’observen ja a les 2 setmanes de vida es deuen principalment a un augment de la massa del
teixit adipds. Aquest augment de teixit adipds és conseqlieéncia d’una hipertrofia del teixit i
no una hiperplasia. Aixi doncs, a les 2 setmanes de vida, els adipocits dels animals ON ja
tenen major capacitat per emmagatzemar triglicérids. Aquesta alteracié va acompanyada
d’un augment de gens lipogenics, que esdevé important a les 3 setmanes de vida. Per tant,
durant les primeres setmanes de vida, al teixit adipds dels animals ON es produeix un
augment de I'emmagatzematge de triglicérids degut a un augment de la lipogénesi.

L'augment de I'activitat lipogénica dels adipocits també va acompanyada d’un augment
d’algunes adipoquines, en especial la leptina. La produccié i secrecié d’adipoquines pot
afectar el metabolisme general, participant en processos com el control de la ingesta, la
sensibilitat a la insulina o la inflamacié (Stofkova A, 2009; Ouchi N, 2011; Ozarda Y, 2012).
L’expressié genica d’adipoquines no reprodueix la mesura dels nivells sérics, probablement
perqué en els experiments realitzats en serum, els valors obtinguts es troben al llindar de
deteccié de la técnica. Aixi doncs, és dificil treure’n conclusions i no es pot descartar la
inflamacié com a possible causa de la resisténcia a la insulina.
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En animals ON de 4 setmanes no existeixen diferéncies en I'expressié genica de les principals
adipoquines. A més, en animals ON adults, tampoc s’observen diferencies, i per aquest
motiu s’havia descartat la relacié entre la inflamacié i la resisténcia a la insulina en animals
adults.

En aquest punt, és necessari fer un recordatori sobre el model ON: el deslletament es
produeix a les 3 setmanes de vida. En el moment del deslletament, s’ajusta el nombre
d’animals per gabia, i els animals ON passen de 4 a 8. Per tant, a les 3 setmanes de vida, hi
ha un canvi de dieta (de llet a pinso) i una normalitzacié del nombre de cries/gabia. Es
important veure que alguns aspectes com la lipogénesi o la lipolisi hepatica, i I'adipogéenesi,
lipogénesi i secrecié d’adipoquines al teixit adipds es troben alterats a les 3 setmanes de vida
i es normalitzen a les 4 setmanes, just després del deslletament. Per contra, el metabolisme
lipidic es troba alterat a les 4 setmanes de vida tot i aquestes alteracions persisteixen en
I’edat adulta. Sembla doncs, que existeix una programacié del metabolisme, de manera que
canvis durant les primeres setmanes de vida, i concretament durant 'etapa d’alletament,
tenen conseqiiéncies en I'edat adulta. Aquest efecte es forga reportat en la bibliografia
(Lucas A, 1991; Gluckman P, 2006; Wang X, 2013; Neu J, 2007; Martin-Gronert, MS, 2012,
Martin-Gronert MS, 2013; de Moura EG, 2009; Lima NS, 2011; Plagemann A, 2012; McMillen
C, 2005; Habbout A, 2012:) i és el principal tema en la discussié general.

En resum, la sobrenutricié postnatal durant les primeres setmanes de vida indueix canvis en
el metabolisme que es mantenen en I'edat adulta. Algunes d’aquestes alteracions, tals com

- intolerancia a la glucosa,
- hiperinsulinémia

- resisténcia a la insulina
- hipertrigliceridemia

on 1) la hiperinsulinémia seria un primer pas en el control de la glucosa, pero esdevindria
insuficient, en part per I'aparicié de resisténcia, i 2) la disminucié de la lipogenesi de novo
resultaria insuficient, de nou, degut a la resistencia, i provocaria I'acumulacid de triglicérids
hepatics.

Sembla doncs que almenys al fetge I'aparicid de resistencia precedeix la hipertrigliceridemia.
En favor d’aquesta hipotesi, nous experiments preliminars semblen indicar la resisténcia
com un dels factors importants orquestrant I'aparicié de la resta d’alteracions.

Tot i que algunes alteracions precedirien I'aparicié d’altres, no hi hauria un Uunic
desencadenant ni un sol fil conductor, sin6 que es tracta d'una xarxa estretament
interconnectada on molts factors sén alhora causa i consequiéncia. Molts dels mecanismes
relacionats amb aquestes alteracions en edats primerenques quedarien programats
metabolicament afectant el metabolisme durant I'edat adulta.
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3.1 INTRODUCCIO

Evidéncies epidemiologiques suggereixen que alteracions nutricionals durant les primeres
etapes de la vida poden influir en el risc de desenvolupar diabetis en subseqients
generacions (Gallou-Kabani C, 2005). S’ha demostrat que un augment de la disponibilitat de
nutrients durant el periode de creixement prepuberal dels avis incrementa el risc de
malalties cardiovasculars i morts relacionades amb diabetis en els seus néts (Bygren LO,
2001; Kaati G, 2007; Pembrey ME, 2006; Kaati G 2002).

En aquest capitol s’estudia una possible heréncia transgeneracional del fenotip especifica del
llinatge masculi. Encara que els mecanismes no estan clars, sembla que la contribucié
genetica del cromosoma Y no es pot descartar completament, i els mecanismes epigenétics
podrien explicar aquests efectes transgeneracionals.
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3.2 RESULTATS

3.2.1 NUTRICIO | CREIXEMENT POSTNATAL

Per investigar I’heréncia del fenotip ON a subsequients generacions, és important especificar
i tenir clar el protocol del model animal. En la generacié parental FO, estudiada en els
capitols 1 i 2 de Resultats, la sobrenutricié s’indueix disminuint el nombre de cries/mare
després del naixement, ajustant la ventrada a 8 cries/mare en el grup control (C-FO) i 4
cries/mare en el grup de sobrenutricié (ON-FO) (Apartat 1.1, Material i Métodes).
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Figura 38. Corba de creixement i pes corporal en animals de les generacions F1 i
F2. a) Corba de creixement durant les primeres setmanes de vida. Animals
alimentats. F1 n> 28 i F2 n> 21 . b) pes corporal en animals adults de 4 mesos de
vida. F1 n>20i F2 n> 20 t Student vs C: en cursiva p-valor

Als dos mesos de vida, els mascles dels grups C-FO i ON-FO es creuen amb femelles control
verges, per donar lloc a la F1. Al naixement, el nombre de cries/mare s’ajusta a 8, tant en el
grup C-F1 com ON-F1, de manera que les cries d’aquest ultim grup, ON-F1, no es sotmeten a
sobrenutricid respecte el grup C-F1. Repetint el mateix protocol, perd utilitzant mascles dels
grups C-F1 i ON-F1 es genera la F2. De nou, cal recordar que en tots els casos la dieta de la
mare és normal i I'alletament lliure.
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Per tant, en el model animal ON la Unica generacié exposada a sobrenutricié és la generacio
parental FO.

En I'avaluacié del fenotip en les generacions F1 i F2, els animals del grup ON d’ambdues
generacions van mostrar un pes similar al corresponent grup C durant les primeres setmanes
de vida (Figura 38a). Igualment, no es van observar diferéncies en la ingesta entre grups, i el
creixement postnatal va ser normal en els animals ON-F1 i ON-F2 en comparacié als seus
respectius controls (Figura 38b i c).

En animals adults de 4 mesos de vida, el pes corporal dels animals ON-F1 i ON-F2 seguia sent
similar al grup control (Figura 38d)

3.2.2 GLUCEMIA | TOLERANCIA A LA GLUCOSA

A continuacio, es va estudiar I'heréncia de alteracions metaboliques observades en la
generacid parental ON-FO. La glucémia en deju era més alta en animals de 4 mesos de vida
dels grups ON-F1 ni ON-F2 respecte els controls (P<0.05) (Figura 39a). No es van observar
diferéncies en els nivells de glucosa en animals alimentats d’ambdds grups (Figura 39b).
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Figura 39. Nivells de glucosa en sérum en animals adults de les generacions F1 i
F2. a) Glucosa en dejd. Animals dejunats 12h. F1 n> 11 i F2 n>13 . b) Glucosa en
animals alimentats. F1 n> 26 i F2 n> 21 t Student vs C: en cursiva p-valor * P <
0.05.
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3.2.3 SENSIBILITAT A LA INSULINA

A partir de les mostres de serum extretes durant el ipGTT, a temps 0 i 30 min es van mesurar
els nivells d’insulina i es va calcular I'index HOMA-IR per estimar si la resisténcia a la insulina
observada en el grup ON-FO persisteix en les generacions F1 i F2. Efectivament, en els
animals ON-F1 es va observar resisténcia a la insulina (P<0.05) i una tendencia, encara que
no significativa, en els animals ON-F2 (Figura 40b).
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Figura 40. Tolerancia a la glucosa en animals de adults de les generacions
F1i F2 4 mesos d’edat. ipGTT (2 gr glucosa /kg pes corporal). Mesura de la
sensibilitat a la insulina durant ipGTT segons I'index HOMA-IR = [Glucosa
(mU/1) x Insulina (mg/dl)] /405. Mesura de la secrecié d’insulina durant
ipGTT segons I'index HOMA-b = Alnsulinazy.omin /AGlUuCOsazg.gmin. Animals
dejunats 12 h. F1 n > 14 i F2 n > 14 animals per grup. Resultats expressats
com mitjana £ SEM. t Student vs C: * P <0.05,** P < 0.01,* **P <0.001.
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Amb I'index HOMA-b, també es va observar com la major secrecié de insulina en resposta als
nivells de glucosa del grup ON-FO persistia en la generacid F1 (P<0.05) i de nou, una
tendéncia no significativa en la generacié F2 (Figura 40c).

Per tant, en el grup ON-F1 es va observar resisténcia a la insulina i hipersecrecio de la cel-lula
B, i en el grup ON-F2 es va observar resisténcia a la insulina i una alteracié en la secrecié de
la céllula B en un ipGTT.

Aixi mateix es va observar en animals ON-F1 un augment significatiu de la insulinemia en
condicions tant de deju (P<0.01) com d’alimentacié (P<0.05). En el cas de la generacid F2,
els animals ON-F2 van mostrar un augment dels seus nivells d’insulina en ambdés casos
(deju i alimentacid) perd en cap cas van ser significatius (Figura 41).
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Figura 41. Nivells d’insulina en sérum en animals de adults de les generacions F1 i
F2. a) Insulina en animals dejunats 12h.,. b) Insulina en animals alimentats. F1 n>
15 F2 n> 12. Resultats expressats com mitjana + SEM. t Student vs C, en cursiva p-
valor, * P <0.05; ** P<0.01.
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3.2.4 ESTUDI DEL METABOLISME LIPIDIC

La mesura de triglicérids en serum va permetre observar que la hipertrigliceridemia dels
animals ON-FO es mantenia, encara que no tan severa, en la seglient generacié ON-F1,
(P<0.05). D’altra banda, els animals ON-F2 presentaven nivells de triglicerids similars al
corresponent grup, C-F2 (Figura 42a). Els nivells d’acids grassos eren similars entre ambdds
grups tan en la generacié F1 com F2 (Figura 42b).
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Figura 42. Contingut de triglicérids (TAG) i acids grassos (AG) en animals adults
de les generacions F1 i F2. a) Contingut de triglicérids en serum. b) Contingut
d’acids grassos. Animals dejunats 12 h. F1 n> 8 i F2 n> 11. Resultats expressats
com mitjana £ SEM. t Student vs C, en cursiva p-valor, * P <0.05.
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3.3 DISCUSSIO

Els animals ON adults de les generacions F1 i F2 tenen un alteracié en el metabolisme de la
glucosa, ja que presenten hiperglucémia en deju i intolerancia a la glucosa. Aquest fet esta
en acord a la bibliografia existent, que suggereix que la sobrenutricié en I'etapa postnatal
pot tenir consequéncies en subseqients generacions (Kaati G, 2002). Donat que I'estudi del
model ON es realitza Unicament en mascles, els resultats obtinguts demostren que la
induccid postnatal del fenotip diabétic s’hereta a partir del llinatge masculi.

Es coneix molt bé la influencia materna sobre el metabolisme de la seva descendencia
(efecte matern) (Gallou-Kabani C, 2005; Aerts L, 2006), pero la literatura que descriu I'efecte
patern és escassa i sol existeixen alguns exemples en models animals (Natt D, 2009; Sharma
A, 2009; Jimenez-Chillaron JC, 2009) i en humans (Kaati G, 2002, Veenendaal MV 2013; Chen
TH, 2006). Els resultats d’aquests estudis, juntament amb les observacions fetes en animals
ON, sén molt rellevants clinicament, ja que suggereixen que la historia paterna pot tenir una
influencia més profunda del que es pensava sobre el metabolisme de la descendéncia.

Mecanisticament, I’'heréncia d’un fenotip induit per factors ambientals es deu a
modificacions epigenétiques de les cél-lules de la linia germinal (Gluckman PD, 2007
Youngson NA, 2008). En aquest aspecte, s’ha demostrat que la nutricid i altres factors
ambientals poden modificar I'epigenoma durant les primeres etapes de la vida, incloent tant
la metilacié del DNA com la modificacié d’histones, tant en cél-lules somatiques com de la
linia germinal (Plagemann A, 2009, Gluckman PD, 2007; Jirtle RL, 2007; Anway MD, 2005;
Park JH, 2008).

Fisiologicament, en el capitol 1 es descriu que la intolerancia a la glucosa en animals ON-FO
es deu, principalment a resisténcia a la insulina, ja que la cél-lula B encara és capag
d’augmentar la secrecié per compensar aquest defecte. Els index HOMA-IR i HOMA-b en les
generacions F1 i F2 indiquen que, de manera similar, I'alteracio en la tolerancia a la glucosa
que s’observa en un ipGTT en animals ON-F1 i ON-F2 es pot atribuir a la presencia de
resisténcia periférica a la insulina. En acord, la hiperglucémia en deju en animals ON-F1 i ON-
F2 (sumada a un context d’hiperinsulinémia, en el cas de la ON-F1) suggereix una possible
alteracio en la gluconeogénesi hepatica, probablement deguda a la resisténcia a la insulina al
fetge.

En resum, tot i una tendéncia fisiologica al llarg de les tres generacions, I"heréncia del
fenotip és heterogénia i no inclou de la mateixa manera totes les alteracions descrites en
animals ON-FO. En primer lloc, els animals ON-F1 i ON-F2 no desenvolupen obesitat i el pes
corporal es manté similar als controls. Tot i un pes similar als seus respectius controls, els
animals ON-F1 desenvolupen,

- intolerancia a la glucosa
- hiperglucémia en deju

- resistencia a la insulina
- hipertrigliceridémia
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Per altra banda, els animals ON-F2 tenen un fenotip més suau que els animals ON-F1, que es
caracteritza per la presencia de

- intolerancia a la glucosa
- hiperglucémia en deju

Es coneix que els efectes transgeneracionals sén molt complexos i heterogenis. El fenotip
d’un individu és el resultat de la interaccié entre genotip, epigenoma i I'ambient ancestral,
passat i present. Sovint, en els efectes transgeneracionals és dificil aillar I'epigenética de la
variacioé genetica i les mutacions. A més, la naturalesa i la intensitat del factor, la finestra
espaial i temporal i el procés del desenvolupament implicats, poden influir en
I’heterogeneitat de I’heréncia epigenética (Gallou-Kabani C, 2007). Mutacions o canvis en
I’ADN poden induir marques epigenéetiques heretables (Jablonka E, 2009). A més, segons on
tinguin lloc les mutacions, és possible influenciar I'estructura epigenética de gens especifics
o del genoma sencer (en particular, si els gens que codifiquen per la maquinaria epigenética
es troben afectats (Jablonka E, 2009; Mohn F, 2009). D’altra banda, les modificacions
epigenétiques tenen una capacitat potencial d’augmentar la probabilitat de mutacio,
transposicid o recombinacié de la seqliiéncia d’ADN (Jablonka E, 1995; Jablonka E, 2009).
Aquesta relacio bidireccional entre I'epigenetica i la genética suposa una interferencia alhora
de determinar els mecanismes i les marques epigenetiques al llarg de les generacions, i
esdevé un factor critic alhora d’interpretar la variacié fenotipica (Curley JP, 2012).

El tipus d’heterogeneitat que s’observa en el model ON s’ha descrit en d’altres models
animals on la heréncia de fenotips es produeix a través de la linia paterna. Per exemple, una
dieta rica en greixos durant la gestacié indueix augment de pes, longitud i resisténcia a la
insulina en la descendéncia, F1 (Dunn GA, 2009). La descendéncia dels mascles F1 (F2) també
desenvolupa resisténcia a la insulina i augment de la longitud, perdo no de pes corporal.
Curiosament, els descendents dels mascles F2 (F3), encara s6n més grans que els ratolins
control, segons la seva longitud, perd sén normoresistents i, encara més sorprenent,
presenten una millora en la tolerancia a la glucosa (Dunn GA 2011). En un altre model, la
descendéncia de ratolins sotmesos a malnutricidé per restriccié calorica (50%) durant la
gestacid desenvolupa en I'edat adulta obesitat i intolerancia a la glucosa, caracteritzada per
una alteracié funcional de la cel-lula beta (Jimenez-Chillaron JC, 2005). De nou, i com s’ha
descrit al model ON, la descendéncia dels ratolins mascles F1 (F2) també desenvolupa
intolerancia a la glucosa i presenta una alteracié de la funcié pancreatica (Jimenez-Chillaron
JC, 2009). En canvi, aquest ratolins F2 no només no desenvolupen obesitat sind que
presenten una tendéncia no significativa a ser més prims que els animals controls.

Un altre aspecte remarcable, és que al model ON la desregulacié metabolica disminueix de
forma considerable en la segona generacié. La pérdua de fenotip al llarg de les generacions
s’ha descrit préviament en altres models animals (Jimenez-Chillaron JC, 2009; Benyshek DC,
2006; Zambrano E, 2005).

Aquests dos aspectes son, per se, molt importants a I’'hora de postular potencials
mecanismes moleculars. Aixi, tant la heterogeneitat en la transferéncia de fenotips com la
disminucié de la penetrancia de fenotips clarament suggereixen un patré d’heréncia
complexa per mecanismes no genomics (Gluckman, Bioessays, 2007). La preséncia de
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mutacions resultaria en la transmissid del mateix fenotip sense cap afebliment en la seva
penetrancia en successives generacions. Aix0, i donat que la transmissié dels fenotips es
produeix a través de la linia paterna (tot excloent la complexitat dels efectes materns:
fisiologia de la mare durant la gestacid, comportament matern, ADN mitocondrial, etc.), fa
molt possible que aquests efectes transgeneracionals es produeixin a través de
modificacions del epigenoma en cél-lules de la linia germinal. Aquestes modificacions s’han
de mantenir de manera estable a la descendéncia i contribuir, en part, al desenvolupament
dels fenotips adults.

Per tant, la heterogeneitat i la pérdua de penetrancia en I'efecte transgeneracional del

fenotip ON reforcen la implicacié de les modificacions epigenetiques, ja que els canvis en la
seqgliencia de DNA es mantenen estables al llarg de les generacions (Gallou-Kabani C, 2005).
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El model ON desenvolupat al laboratori aporta nous coneixements sobre |'efecte de
pertorbacions ambientals com la nutricid, en el desenvolupament de malalties en I'edat
adulta.

En primer lloc, els estudis en animals adults van permetre determinar que es tracta d’'un nou
model on la sobrenutricid neonatal suposa un risc elevat de desenvolupar Sindrome
Metabolica en I'edat adulta. En la caracteritzacié del fenotip, el estudis en animals adults van
permetre determinar que els animals ON desenvolupen obesitat, intolerancia a la glucosa,
hiperinsulinémia, resisténcia a la insulina, hipertrigliceridémia i hiperinsulinemia. Es tracta
d’alteracions en el metabolisme que sén conseqiiencia de pertorbacions que han tingut Illoc
en un altre moment. Aquest fet suggereix |’existéncia d’'una programacié metabolica.

Tot i que existeixen molts estudis que confirmen una programacié metabolica durant I'etapa
postnatal, que dona lloc als efectes en I'adult i la seva descendéncia (Martin-Gronert MS,
2013; Davidowa H, 2007; Plagemann A, 1999 Waterland, 2013; Renovato M, 2008; Habbout
A, 2013), encara és desconeixen gran part dels mecanismes responsables.

Aixi doncs, si les observacions en I'adult han estat induides en I'etapa primerenca, I'estudi
dels animals ON durant les primeres setmanes de vida pot ajudar a entendre i aprofundir en
els mecanismes que donen lloc al fenotip adult.

Els estudis en animals joves, de fins a 4 setmanes de vida, van permetre determinar per
primera vegada que moltes de les alteracions observades en els adults ja estan presents en
les primeres setmanes de vida. Per exemple, a les 4 setmanes de vida els animals ON ja
presenten la resisténcia a la insulina, i probablement, aquesta resisténcia a la insulina és, en
gran part, responsable d’altres alteracions com la hiperinsulinemia en deju, canvis en el
metabolisme lipidic (principalment acumulacié de lipids en un context de sintesi hepatica
disminuida) i alteracions del metabolisme glucidic.

Nous experiments, que s’estan realitzant al laboratori, ajudaran a definir el
desenvolupament de la resisténcia a la insulina durant les dues primers setmanes de vida i
inclds abans, iaportaran nous coneixements sobre els mecanismes que hi donen lloc.

Per ultim, I'estudi de la descendéncia va permetre determinar que molts dels trets observats
en la generacid parental ON-FO persisteixen en la descendéncia, que no ha estat
sobrenutrida. Aquesta heréncia transgeneracional del fenotip ON dona suport a la
existencia d’una programacioé metabolica que causaria alteracions permanents no tan sols en
cél-lules somatiques, sind també en cél-lules de la linia germinal. Les adaptacions somatiques
explicarien el fenotip diabétic en la generacid parental FO, mentre que les modificacions en
cél-lules de la linia germinal establirien les bases de la transmissié transgeneracional.

Alternativament, pot ser possible que I'obesitat paterna per se (o obesitat relacionada amb
el metabolisme) indueixi, indirectament, modificacions en |’esperma, i aquestes es
transmetin a la generacié seglient, donat que existeix una estreta relacié entre la obesitat i
el desenvolupament de resisténcia a la insulina (Gupta D, 2012; Johanson AM, 2013;
Watanabe Y, 2013). El sobrepes dels animals ON-FO refor¢a aquesta possibilitat. A partir
dels experiments realitzats en aquesta tesi, no és possible distingir entre les dues opcions
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potencials, aixi que en aquest aspecte, seria interessant dissenyar un experiment on la
sobrenutricié neonatal no donés lloc a obesitat en I'edat adulta, a fi de determinar si animals
ON-F0 no obesos transmeten el fenotip metabolic a les generacions segiients.

Alguns estudis demostren les modificacions epigenetiques com a mecanismes de
programacié metabolica. Per exemple, les cries de mascles alimentats amb dietes pobres en
proteines presenten canvis de metilacié en gens relacionats amb la sintesi de lipids i
colesterol (Carone BR, 2010). Igualment, canvis en la dieta materna, indueixen canvis de
metilacio en les cries, que en Uultima alteren I'expressié hepatica del receptor de
glucocorticoids o PPARa (Lillycrop KA, 2005).

Pel que fa als canvis epigenétics existeixen molts candidats que fan referéncia al terme de
programacioé durant el desenvolupament (Rees WD, 2000; Lillycrop KA, 2005; Cerda S, 1997;
Weaver IC, 2004 Weaver IC, 2006; Bannister AJ, 2005). En el model ON es postula
I’epigenética com a possible responsable de la transmissié del fenotip.

Els mecansimes pels quals factors ambientals com la nutricid, donen lloc a canvis epigenetics
especifics, com per exemple en la metil-lacié del DNA no estan clars (Nuyt AM, 2007).

En resum, el model ON suposa una nova eina, molt valuosa, en I'estudi de I'etapa neonatal
en l'origen de les malalties de I'adult. Aixi mateix, aporta nous coneixements sobre el
desenvolupament postnatal de la Sindrome Metabolica i I'epigenética com a possible factor
mitjancer, responsable en Ultima instancia, de la transmissié a subseqlients generacions.
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Conclusions

Dels resultats presentats en aquesta tesi doctoral s’extrauen les seglients conclusions:

1.

10.

11.

La sobrenutricié neonatal provoca un rapid augment de pes i un creixement accelerat
durant I'etapa postnatal. Les diferencies de pes es mantenen en I'adult.

Els animals exposats a sobrenutricié neonatal desenvolupen en I'edat adulta
intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina i dislipemia.

La intolerancia a la glucosa dels animals ON adults es deu principalment a la
resisténcia a la insulina al fetge i al teixit adip6s.

La dislipémia dels animals ON adults es caracteritza per I'acumulacié de triglicérids
(en serum, fetge i muscul), colesterol hepatic i un augment de la produccié de VLDL.

Moltes de les observacions realitzades en animals ON adults ja estan presents en les
primeres setmanes de vida. Aixi, els animals ON de 4 setmanes de vida presenten
intolerancia a la glucosa, hiperinsulinémia, resisténcia a la insulina al fetge al teixit
adipos i dislipemia.

Els animals ON acumulen triglicérids durant les primeres setmanes de vida en un
context on la lipogenesi de novo es troba disminuida.

Aparentment, al fetge I'aparici6 de resisténcia a la insulina precedeix la
hipertrigliceridémia.

La sobrenutricid neonatal no tan sols afecta a I’adult siné també la seva descendéncia
(F1i F2; fills i néts).

La descendéncia ON-F1 desenvolupa intolerancia a la glucosa, hiperglucémia en deju,
resistencia a la insulina i hipertrigliceridemia.

La descendencia ON-F2 presenta un fenotip més suau que es caracteritza per
intolerancia a la glucosa i hiperglucémia en deju.

La heterogeneitat i disminucidé en la penetrancia del fenotip, aixi com I’heréncia a
través del llinatge patern suggereixen I'epigenética com a mecanisme responsable.

Per tant, la sobrenutricié neonatal és responsable de la Sindrome Metabolica en I'adult, aixi
com en la seva descendencia. En la programacié metabolica del fenotip podrien contribuir,
probablement, els mecanismes epigenetics.
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ENCEBADORS

Accl
Acc2
Actin b
AP2
CEBPa
Cptla
Cptlb
Cpt2
Fabp5
Fasn
G6Pase
HNF4a
IL6
Leptin
MCP1
Pck
PGCla
Ppara
Pparg
RxRa
Scdl
Srebfl
TNFa

5-3’
tggatccgcttacagagagact
ccagtcttcegtgectttgtac
agtgtgacgttgacatccgt
caaaatgtgtgatgfccttt
agccgagataaagccaaaca
ctcagtgggagcgactcttca
ccagatggagaggatgttcaaca
cagtgcacagaagcctctcttg
caaaaccgagagcacagtga
ctgaagagcctggaagatcg
tccggaggctggceattgta
ccgggtgtcaggaacagttg
ctgcaagagacttccatccagt
ggctttggtcctatctgtcttatgttc
tcccaatgagtaggcetggag
cagtttcgttcgacctgcgta
Ccgtaaatctgcgggatgatg
tattcggctgaagctggtgtac
Cacaatgccatcaggtttgg
gagcccaagactgagacatacgt
atgctccaagagatctccagttct
ggagccatggattgcacatt
ccagtgtgggaagctgtctt

3.5
gccggagcatctcatteg
ctcatccctegetctgaacg
ccaccgatccacacagagta
ctcttectttggetcatgec
agcgaccctaaaccatcctc
ggcctctgtggtacacgacaa
agaagcgacctttgtggtagaca
cttcccaatgcecgttctcaa
ccctcattgcaccttctcat
gtcacacacctgggagaggt
gtgcagctgaacgtctgtctg
tgcaggacagtctgagcctatc
gaagtagggaaggcegtgg
ccctctgettggeggatacc
aagtgcttgaggtggttgtg
Ggaaccagttgacatggaag
gcatggggtgttigtaggag
ctggcatttgttccggttct
gctggtcgatatcactggagatc
cccactccacaagagtgaagag
cttcaccttctctcgttcatttcc
cctgtctcacccccagcata
aagcaaaagaggaggcaaca
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BUFFERS

LYSIS BUFFER STOCK 1.8X

50 mM Tris base pH 7.4
150 mM NaCl
Ajustar pH a 7.4 amb HCI

1% NP-40

2mM EDTA

10 mM Sodium-beta-glicerophosphate
2mM EGTA

5mM Sodium pyrophosphate

[guardar a 49]

Afegir fresc per 1 ml:

566 ul Stock 1.8X
11.1 ul 1mM Na3v0o4
142 ul 1x Portease inhibitor Cocktail

5ul 200 mM 1mM PMSF
250 ul 200 ml 50 mM NaF
27 ul0.9M 25 mM NEM
0.1% beta-Metcaptoethanol

BUFFER D’ELECTROFORESI 10X

25 mM Tris
192 mM Glycine
1% SDS

BUFFER D’ELECTROTRANSFERENCIA 10X

| 150

25 mM Tris
192 mM Glycine
20% Methanol



ANTICOSSOS

ANTICOS PES MOLECULAR REFERENCIA DILUCIO ANTICOS
SECUNDARI

Akt 60 kDa Akt #9272 1:1000 Conill mAb
Cell Signaling

pAkt 60 kDa Phospho-Akt (Serd73) (587F11) #4051 1:1000 Ratoli mAb
Cell Signaling

Gsk3 a/b 46-51 kDa Anti-GSK- afb #05-903 1:1000 Conill mAb
Millipore

pGsk3 46-51 kDA Phosho-Gsk3 #93315 1:1000 Conill mAb
Cell Signaling

Actina b 42 kDa Anti-b-Actin Clone AG-74 A5316 1:10000 Ratoli mAb

Sigma-Aldrich
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DIABETES-INSULIN-GLUCAGON-GASTROINTESTINAL

Transgenerational Inheritance of Glucose Intolerance
in a Mouse Model of Neonatal Overnutrition

Thais Pentinat, Marta Ramon-Krauel, Judith Cebria, Ruben Diaz,
and Josep C. Jimenez-Chillaron

Research, Fundacio Sant Joan de Deu (T.P., J.C., J.C.J.-C.), and Endocrine Division, Hospital Sant Joan de
Deu (M.R.-K., R.D., J.C.J.-C.), Barcelona 08950, Spain; and Endocrine Division (R.D., J.C.J.-C.), Children’s
Hospital Boston and Harvard Medical School, Boston, Massachusetts 02115

Epidemiological and clinical data show that rapid weight gain early in life is strongly associated
with several components of the metabolic syndrome. Strikingly, abnormal growth ratesin early life
can additionally influence diabetes risk in subsequent generations. Here we aim to study whether
neonatal overgrowth induces diabetes in offspring and grand-offspring of affected individuals
using a mouse model of neonatal overfeeding. We induced neonatal overgrowth (ON-F0) by
culling offspring to four pups per dam during lactation. By age 4 months, ON-FO mice developed
many features of the metabolic syndrome, including obesity, insulin resistance, and glucose in-
tolerance. We then studied whether male offspring (ON-F1) and grand-offspring (ON-F2) of ON-FO
male mice, which were not overfed during lactation, developed features of the metabolic syn-
drome with aging. ON-F1 mice developed fed and fasting hyperinsulimemia, hypertryglyceri-
demia, insulin resistance, and glucose intolerance, but not obesity, by age 4 months. In contrast,
ON-F2 male mice showed a more moderate phenotype and only developed fasting hyperglycemia
and glucose intolerance by age 4 months. Impaired glucose tolerance in ON-F1 and ON-F2 mice
appeared to be accounted for primarily by peripheral insulin resistance, because beta-cell function
remained normal or even increased in these cohorts. Nutritional challenges occurring during sen-
sitive periods of development may have adverse metabolic consequences well beyond the lifespan
of affected individuals and manifest in subsequent generations. Transgenerational progression of
metabolic phenotypes through the male lineage supports a potential role for epigenetic mecha-
nisms in mediating these effects. (Endocrinology 151: 5617-5623, 2010)

pidemiological and clinical data show that rapid
Eweight gain early in life is strongly associated with
several components of the metabolic syndrome, including
cardiovascular disease, type 2 diabetes, and obesity (1-5).
Overfeeding is the primary mediator of rapid neonatal
weight gain (1). Human data are further supported by
experimental models: neonatal overfeeding in rats pro-
motes rapid weight gain and programs many features of
the metabolic syndrome later in life (6, 7). Importantly, in
these experimental paradigms, animals are maintained on
a controlled standard chow diet from weaning onward,
demonstrating that early overfeeding/overgrowth per se
increases risk of late-onset chronic diseases.
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In addition, recent epidemiological evidence suggests
that abnormal nutrition in early life can influence diabetes
risk in subsequent generations (8). It has been shown that
augmented food availability during the slow prepubertal
growth period in grandfathers increases the risk of car-
diovascular and diabetes-related deaths in their grandsons
(9-12). The authors suggest that there exists a sex-specific
male-lineage transgenerational inheritance of disease risk.
While mechanisms are unclear, and genetic contributions
from the Y chromosome cannot completely be ruled out,
epigenetic mechanisms might explain such transgenera-
tional effects. Nevertheless, better understanding of mech-
anisms linking neonatal growth with late-onset disease,

Abbreviations: FO, Parental generation; F1, first generation offspring; F2, second gener-
ation offspring; HOMA-IR, homeostatic model assessment-insulin resistance; ipGTT, in-
traperitoneal glucose tolerance tests; NEFA, nonesterified fatty acids; ON, overnutrition

endo.endojournals.org 5617
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and transgenerational effects, is curtailed, in part, by lack
of appropriate animal models.

We created a mouse model of neonatal overfeeding and
accelerated early growth rate (ON-F0) that develops in-
sulin resistance, glucose intolerance, and diabetes by age 6
months. The aim of this work was to explore whether the
risk of obesity, insulin resistance, and other features of the
metabolic syndrome is carried to their offspring and
grand-offspring via the paternal lineage. We show, for the
first time, that male offspring and grand-offspring of
ON-F0 male mice also develop insulin resistance and glu-
cose intolerance with aging. Transgenerational progres-
sion of metabolic phenotypes through the paternal lineage
supports a potential role for epigenetic mechanisms in me-
diating these effects.

Materials and Methods

Animal care and experimental design

Protocols were approved by the Universitat de Barcelona An-
imal Care and Use Committee. ICR mouse strain (ICR-CD1,
Harlan Laboratories, Italy) was chosen for this study based on its
fast somatic growth, especially during the neonatal period. Be-
sides, ICR mice have been previously shown to be a valid model
to understand the association between neonatal growth and
adult metabolism (5,17, 18). Eight-week-old virgin females were
mated with not sibling males. Upon confirmation of pregnancy,
females were housed individually with ad lib access to standard
chow (2014 Tekland Global, Harlan Iberica, Barcelona, Spain).
After delivery, litter size was adjusted to eight pups (control
group, C) or four pups per dam (overnutrition group, ON). Both
Cand ON offspring are designated as the parental generation, FO
(Fig.2A). FO pups were nursed freely and weaned at 3 weeks onto
standard chow, provided ad libitum. At weaning, Cand ON mice
were housed in groups of six mice per cage. Cand ON males from
the FO generation were mated at age 3 months with external
control virgin females, provided by the vendor (Harlan), to gen-
erate the first generation-offspring, F1 (Fig. 2A). All females had
the same average weight and age (8-10 wk) to avoid potential
metabolic biases, due to maternal effects, in the offspring (Sup-
plemental Fig. 1 published on The Endocrine Society’s Journals
Online web site at http://endo.endojournals.org). Likewise, male
breeders for each crossing were randomly selected to guarantee
an unbiased representation for each experimental group (Sup-
plemental Fig. 1). During the mating process we kept one male
with one single female. After confirmation of pregnancy by vag-
inal plug, the male was removed from the cage and the female was
maintained individually throughout gestation. At birth, all litters
are adjusted to eight pups per dam. Thus, contrary to the parental
generation, ON-F1 pups are not neonatally overfed compared
with their matched controls. We next repeated the breeding
protocol, by using C-F1 and ON-F1 males, to obtain the sec-
ond-generation offspring, F2 (Fig. 2A). Likewise, all litters are
equalized to 8 pups per dam to match normal nutrition during
the neonatal period. At weaning all mice have free access to
standard chow.

In this study, we focus on the metabolic analysis of males only,
because paternally-induced transgenerational effects should be
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mediated, primarily, by epigenetic mechanisms. In contrast, ma-
ternally-induced transgenerational effects might be mediated by
a complex interplay between metabolic, mitochondrial and epi-
genetic modifications.

Neonatal food intake was determined in 4-d-old neonates as
described (13). Briefly, at 0900 the whole litter was isolated from
the mother, and neonates were fasted for three hours. To avoid
hypothermia, neonates were maintained on a thermal electric
blanket during this period. After the 3-hour fasting, mice were
weighed accurately on a high precision scale and reintroduced
with the mother for 1 h. After the 1-h refeeding period, neonates
were weighed again. Differences in body weight are a good estimate
of food intake. Adult food intake was recorded from 4-month-old
individual mice for five consecutive days. Food was weighed every
24 h, and the weight difference is a measure of daily food intake.
Cumulative food intake is presented as the progressive accumula-
tion of food consumed over the course of 5 d.

Epididymal fat mass assessment

Fat mass was determined in 5-month-old mice. Epididymal
fat depots were dissected and fat mass calculated as a percentage
of wet tissue per whole body weight.

In vivo metabolic testing

Intraperitoneal glucose (2 g/kg weight) tolerance tests
(ipGTT) were performed in unrestrained conscious mice after a
12-h fast. Insulin release was assessed during the ipGTT as fol-
lows: Alnsulinyg_o i/ AGlucosesg o min- Insulin sensitivity was
determined by homeostatic model assessment—insulin resistance
(HOMA-IR), as described (14, 15). HOMA is calculated by us-
ing both fasting glucose and insulin as follows: HOMA-IR =
Glucose X Insulin/405, where glucose is given in mg/dl and in-
sulin is given in wU/ml.

Serum analysis

Insulin was measured by ELISA (Millipore, Spain). Blood
glucose was measured with a Glucose Meter Elite (Menarini,
Barcelona, Spain). Triglycerides, glycerol, and nonesterified
fatty acids (NEFA) were measured using colorimetric methods
on 2-pl serum samples (BioVision, Madrid, Spain).

Statistical analysis

Results are expressed as mean =+ sem. Statistical analysis was
performed using a two-tailed # test or a one-way ANOVA as
indicated (IBM SPSS Statistics 19, Madrid, Spain). A P value
<0.05 was considered significant.

Results

Neonatal accelerated growth programs metabolic
syndrome in the adult

We show that neonatal overfeeding in ON-FO male
mice (Fig. 1A) led to accelerated postnatal weight gain
during the first weeks of life (Fig. 1B). By age 2 weeks,
ON-F0 mice were already heavier than controls (Fig. 1B);
differences in body weight persisted until adulthood (P =
0.0002) (Fig. 1C), despite normalization of food intake by
age 4 months (Fig. 1D). Likewise, ON-FO mice showed
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FIG. 1. Physiological characterization of ON-FO male mice. A, Neonatal

food intake on 4-d-old mice. n = 6 mice per group. B, Early postnatal

growth from birth to age 4 weeks. n = 6 mice per group. C, Body weight from birth until age 6 months. n = 20 mice per group. D, Cumulative
food intake in 4-month-old male mice over the course of 1 week. n = 6 mice per group. E, Glucose tolerance test (2 g glucose/kg body weight)
was performed in unrestrained 4-month-old male mice after an overnight fast. n = 14 mice per group. F, HOMA-IR. Insulin sensitivity was assessed

as follows: HOMA-IR = [fasting insulin (mU/liter) X fasting glucose (mg

/d1))/405. n = 14 mice per group. G, Insulin released during the glucose

tolerance test. Insulin release was measured as the ratio between insulin excursion from 0 to 30 min/ glucose excursion from 0 to 30 min.

n = 8 mice per group. Results in all panels are expressed as mean *

SEM. *, P < 0.05 vs. Control; ***, P < 0.001 vs. Control (Student’s t

test). Statistical analysis between groups in panels C and E was evaluated by one-way ANOVA and included in the graph. P < 0.05 was

considered significant.

increased epididymal fat mass (Table 1). As expected,
4-month-old ON-FO mice developed hypertriglyceride-
mia, fed and fasting hyperinsulinemia (Table 1), glucose
intolerance (P < 0.0001) (Fig. 1E), and insulin resistance
(Fig. 1F). Because impaired glucose tolerance may result
from insulin resistance and/or impaired insulin secretion,
we further determined iz vivo B-cell function and demon-
strated that glucose-stimulated insulin release during the

glucose tolerance was preserved in ON-F0O mice compared
with controls (Fig. 1G).

Transgenerational effects of neonatal overfeeding

Next, we explored whether ON-F0 associated pheno-
types are inherited by subsequent generations through the
paternal lineage (Fig. 2A). Birth weight, sex distribution,
litter size, and length of gestation of ON-F1 and ON-F2

TABLE 1.
generation offspring

Growth data, glucose homeostasis, and hormonal data in 4-month-old male mice from FO, F1 and F2

FO F1 F2
C ON C ON C ON
Epididymal fat mass 1.39 = 0.18 (30) 2.67 =0.23** (22) 0.76 = 0.09 (28) 0.52 = 0.67* (29) 1.48 = 0.22 (21) 1.69 = 0.43(12)
(% body weight)
Glucose, random 117.00 £ 2.87 (38)  158.90 = 16.06** (24)  131.30 = 4.31(26) 115.90 = 4.10 (26) 122.90 £ 4.59(23) 129.10 = 3.43(13)

fed (mg/dl)

Glucose, fasted (mg/dl) 55.40 = 2.31(21) 56.40 + 3.48 (22)

53.70 £ 2.10 21)

86.30 = 7.28* (11) 52.70 £ 2.32(16)  64.90 * 5.96* (13)

\ns?lhn, r?)ndom fed 1.42 = 0.30 (28) 6.06 = 1.40*** (23) 1.57 £ 0.30 (14) 3.10 £ 0.77* (15) 0.87 £0.13(23) 1.27 £0.28(12)
ng/m

Insulin, fasted (ng/ml) 0.17 =0.01 (13) 0.34 £ 0.12* (13) 0.27 £0.02 (11) 0.45 = 0.06** (6) 0.14 = 0.01 (10 0.28 = 0.08 (10)
TAG (nm) 4.80 = 1.03(7) 16.30 = 2.34*** (8) 4.97 = 0.79 (8) 9.03 = 0.79* (8) 4.58 = 0.65(11) 3.39*£0.19(11)
NEFA (nm) 13.46 = 0.29 (8) 14.50 = 1.26 (8) 14.02 = 1.73 (8) 15.77 = 1.70 (8) 13.45 = 0.37(12) 13.47 £ 0.46 (5)

Results are expressed as mean = sem.

*, P < 0.05 vs. Control; **, P < 0.01 vs. Control; ***, P < 0.001 vs. Control (Student’s t test). n value for each group is specified in the brackets.
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mice were similar to controls (not shown). Likewise, neo-
natal food intake (not shown) and early postnatal growth
of ON-F1 and ON-F2 male mice was normal when com-
pared with control mice (Fig. 2B). Also, body weight of
ON-F1 and ON-F2 mice was similar to controls until age
6 months (Fig. 2C).

Strikingly, some metabolic abnormalities in ON-FO
mice were inherited by subsequent generations. Indeed,
4-month-old ON-F1 male mice developed moderate fast-
ing hyperglycemia, hyperinsulinemia, and hypertriglycer-
idemia (Table 1). Likewise, ON-F1 mice showed insulin
resistance and mild impaired glucose tolerance (P < 0.03)
when compared with controls (Fig. 2, D and E). Insulin
release was actually increased in ON-F1 mice when com-
pared with controls (Fig. 2F). These data suggest that, as
in ON-FO mice, glucose intolerance arises predominantly
as a consequence of insulin resistance in ON-F1 mice.
NEFA remained normal when compared with control
mice (Table 1). Finally, and contrary to what happened to
ON-FO0 mice, fat mass was significantly reduced in ON-F1
mice (Table 1). Thus, we show that many, but not all,
metabolic disturbances occurring in ON-FO mice are in-
herited by the F1.

We next asked whether ON-FO associated phenotypes
are still present in the F2. At 4 months of age, ON-F2 male
mice still exhibited mild fasting hyperglycemia (Table 1)
and impaired glucose tolerance (P < 0.02) (Fig. 2D). Sim-
ilarly, ON-F2 male mice showed a nonstatistical trend for
increased insulin resistance (Fig. 2E). By contrast, ON-F2
male mice exhibited normal serum triglycerides, NEFA,
and insulin (Table 1). Likewise, fat mass and B-cell func-
tion remained normal compared with controls (Table 1,
Fig. 2F). Thus, we show that only a small fraction of met-
abolic abnormalities occurring in ON-FO and ON-F1 mice
are transmitted to the F2.

Discussion

We have developed a mouse model of neonatal overnu-
trition and accelerated growth rate that develops glucose
intolerance, obesity, and insulin resistance with aging. In
agreement, human studies show that accelerated growth
rate during infancy may lead to childhood obesity and
increases risk of diabetes in adulthood (4). Moreover, neo-
natal overfeeding in rats also leads to rapid weight gain
and development of obesity and diabetes in the adult (6, 7,
16). Hence, both human and animal data clearly suggest
that growth trajectories during early life may influence
adult metabolism and might be a good predictor for later
risk of chronic disease (4, 5). In accord, we had previously
described that postnatal slow growth rate, due to reduced
caloric intake, results into the opposite phenotype: adult
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mice that exhibited slow neonatal growth rate were lean,
insulin sensitive, hypoinsulinemic, and have some im-
provement on glucose tolerance compared with control
mice (5, 17, 18). In conclusion, these data suggest that
control of neonatal feeding and, hence, neonatal growth
are critical mediators of adult health and disease.

Recent data suggest that neonatal and/or childhood
overfeeding may additionally have consequences for sub-
sequent generations: augmented food availability during
the prepubertal growth period in men predisposes to di-
abetes and diabetes-related death in their grandsons (10).
In agreement, here we demonstrate that neonatal over-
feeding predisposes to glucose intolerance and fasting hy-
perglycemia, not only in the exposed individuals but also
their offspring and their grand-offspring. Strikingly, we
show that these neonatally-induced diabetes-related phe-
notypes can be inherited through the male lineage. While
it is well known that the mother’s metabolism strongly
influences her offspring’s metabolism (maternal effects)
(8, 19), literature describing paternal effects is scant, with
only a few examples in animal models (20-22) and hu-
mans (10). These data, including ours, are of clinical rel-
evance, because they suggest that paternal history may
have a more profound influence on offspring metabolism
than previously thought.

Mechanistically, inheritance of environmentally-in-
duced phenotypes through the paternal lineage is likely
due to epigenetic modifications residing in cells from the
germ line (23, 24). In this regard, it has been shown that
nutrition and other environmental cues early in life may
modify the epigenome, including DNA methylation and
histone modifications, in both somatic and germ cells
(16, 23, 25-27). For example, and relevant to our
model, it has been recently described that neonatal over-
feeding may change patterns of DNA methylation in the
proximal promoter of the anorexigenic hypothalamic
gene POMC (16). This results in lack of POMC up-
regulation in response to leptin and insulin, which
might explain, in part, obesity-associated hyperphagia
in this rat model.

Thus, taking together all previous observations, here
we propose that in our model early overfeeding might
cause permanent alterations in both somatic and germ
cells, in part through epigenetic modifications. Adapta-
tions in somatic cells may explain diabetic phenotypes in
FO mice, whereas modifications in germ cells might pro-
vide the basis for the transgenerational effects. Alter-
natively, it might be also possible that paternal obesity
per se (or obesity-associated metabolism) induces, in-
directly, modifications in sperm that are, in turn, trans-
mitted to the following generation. As a matter of fact,
ON-F0 male breeders are actually heavier than controls
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FIG. 2. Physiological characterization of ON-F1 and ON-F2 male mice. A, Experimental design, including the breeding scheme for first (F1) and
second-generation (F2) offspring. Circles designate females and squares designate males as indicated in the Materials and Methods section.
Metabolic analysis was performed in males only. B, Early postnatal growth from birth to age 4 weeks. 15 = 6 mice per group. C, Body weight
from birth until age 6 months. n = 20 mice per group. D, Glucose tolerance test (2 g glucose/kg body weight) was performed in unrestrained 4-
month-old male mice after an overnight fast. n = 14 mice per group. E, HOMA-IR. Insulin sensitivity was assessed by the homeostatic model
assessment as described in the Materials and Methods section. n = 14 mice per group. F, Insulin released during the glucose tolerance test. n = 8
mice per group. Results are expressed as mean = sim. *, P < 0.05 vs. Control (Student's t test). In panels C and D, statistical analysis between
groups was evaluated by ANOVA and results included in the graphs. P < 0.05 was considered significant.

(Supplemental Fig. 1). While we cannot distinguish be-
tween these two potential options, it will be interesting
to design an experiment where neonatal overnutrition
does not result in adult obesity and ask whether lean
ON-F0 mice also transmit metabolic phenotypes to the
following generation.

Physiologically, impaired glucose tolerance in ON-FO
mice might be primarily attributed to peripheral insulin
resistance rather than impaired B-cell function. Indeed,
insulin release during an ip glucose tolerance is normal in
ON-F0 mice, thus indicating that B-cells are still able to
partially compensate for the developing insulin resistance.
Likewise, impaired glucose tolerance in ON-F1 and
ON-F2 mice might be accounted for primarily by pe-
ripheral insulin resistance. In agreement, fasting hyper-
glycemia in ON-F1 and ON-F2 male mice might suggest

uncontrolled hepatic gluconeogenesis, probably due to
liver insulin resistance. This possibility will be further
investigated.

Of note, despite these similar physiological trends
across all three generations, inheritance of phenotypes is
heterogeneous and does not equally involve all alterations
described in ON-FO mice: Thus, ON-F1 male mice de-
velop insulin resistance, hypertriglyceridemia, elevated
fasting glucose, impaired glucose tolerance, and a par-
adoxical reduction of fat mass, as assessed by epididy-
mal fat content. On the other hand, ON-F2 mice have
a milder phenotype than ON-F1 mice, characterized by
moderate fasting hyperglycemia and impaired glucose
tolerance only. Thus, we report that metabolic dysregu-
lation is strongly reduced in second-generation off-
spring. Transgenerational weakening of phenotypes has
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been previously reported in other animal models (22,
28, 29). As we have already discussed, progressive
weakening of phenotypes indicates that these effects are
likely mediated by epigenetic modifications rather than
by changes in DNA sequence, that stay stable across
generations (8).

Conclusion

Here we show, for the first time, that male offspring and
grand-offspring from neonatally over nourished male
mice develop glucose intolerance by age 4—6 months.
Transgenerational inheritance of metabolic dysfunction
through the paternal lineage suggests that phenotypes are
transmitted through the gametes, likely due to nutrition-
ally-induced epigenetic modifications. Importantly, met-
abolic phenotypes fade away as generations fall apart
from the original environmental cue, thus reinforcing the
idea that transgenerational phenotypic progression occurs
through nongenomic mechanisms. In sum, nutritional
challenges occurring during sensitive periods of develop-
ment, such as the early neonatal period, may have adverse
metabolic consequences well beyond the lifespan of af-
fected individuals and manifest in subsequent generations.
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Nutrition plays a key role in many aspects of health and dietary imbalances are major determinants of
chronic diseases including cardiovascular disease, obesity, diabetes and cancer. Adequate nutrition is
particularly essential during critical periods in early life (both pre- and postnatal). In this regard, there is
extensive epidemiologic and experimental data showing that early sub-optimal nutrition can have health
consequences several decades later.

The hypothesis that epigenetic mechanisms may link such nutritional imbalances with altered disease
risk has been gaining acceptance over recent years. Epigenetics can be defined as the study of heritable
changes in gene expression that do not involve alterations in the DNA sequence. Epigenetic marks
include DNA methylation, histone modifications and a variety of non-coding RNAs. Strikingly, they are
plastic and respond to environmental signals, including diet. Here we will review how dietary factors
modulate the establishment and maintenance of epigenetic marks, thereby influencing gene expression

Keywords:

Developmental origins of health and disease
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and, hence, disease risk and health.

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

“You may be an undigested bit of beef, a blot of mustard, a crumb
of cheese, a fragment of underdone potato. There’s more of gravy
than of grave about you, whatever you are!”

A Christmas Carol, Charles Dickens

2012 marks the celebration of the Bicentennial of Charles
Dickens. It is a good time to review his great narratives. They are
full of elaborated descriptions of children growing under some
sort of nutritional deprivation (Oliver Twist, David Copperfield)
or even famine (Tiny Tim). Here we will review our current
knowledge about the relationship between early malnutrition,
later disease risk and how epigenetic mechanisms may link them.

1. Introduction: the rise of the field of Nutritional
Epigenomics

Diet constitutes one of the major environmental factors that
exert a profound effect on many aspects of health and disease risk.

* Corresponding author. Tel.: +34 93 6009455; fax: +34 93 6009771.
** Corresponding author.
E-mail addresses: jjimenezc@fsjd.org (J.C. iménez-Chillarén), T.Plosch@umcg.nl
(T. Plésch).
URL: http://www.epigenetic-programming.nl

0300-9084/$ — see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2012.06.012

For example, in industrialized countries, excessive caloric intake is
a major determinant of complex chronic diseases, such as obesity,
type 2 diabetes, cardiovascular disease and even cancer. According
to the World Health Organization these diseases account for more
than half of the deaths worldwide and have a huge impact on
national economies (World Health Organization, 2003). Conversely,
in poor countries, malnutrition and undernutrition, especially
during the perinatal period, increase not only neonatal mortality
and perinatal morbidities but also the risk of chronic diseases
during adulthood [1-3]. This association between perinatal nutri-
tion and late-onset disease has been conceptualized into the
Developmental Origins of Health and Disease Hypothesis (DOHaD,
Box 1 ([16—26,28,29,32])). Finally, a paradigmatic scenario is
illustrated by chronic caloric restriction (CR). It has been shown
that moderate global caloric restriction is the most powerful way to
increase lifespan in various model organisms from different taxa,
such as yeasts, worms (Caenorhabditis elegans), insects (Drosophila
melanogaster) or mammals (including mice, rats and monkeys) [4].

Here we will review the evidence that supports a role for dietary
factors, including micro-nutrients, macro-nutrients, and non-
nutrient dietary components, in mediating disease risk through
epigenetic modifications. Special emphasis will be put on the role
of dietary factors during early perinatal development in the context
of DOHaD. We will focus primarily on the Metabolic Syndrome,
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Box 1.

Developmental Origins of Health and Disease Hypothesis
(DOHaD)

By the early 1990s the epidemiologist David Barker first
came with his observation that the fetal environment has
life-long programming effects for the offspring. Barker and
his colleagues used birth weight as a surrogate marker for
poor intrauterine nutrition and could show correlations
between birth weight and the mortality risks for cardiovas-
cular disease, insulin resistance and hypertension [16—19].
These seminal observations were followed by many epide-
miologic evidences demonstrating that prenatal and early
postnatal environmental challenges influence the risk of
developing various chronic diseases during adulthood,
including cardiovascular disease, diabetes, obesity, cancer
and even some behavioural disorders [20—22]. Among
environmental factors that program adult metabolic disor-
ders, poor intrauterine nutrition is the most extensively
studied [22—24]. Inadequate prenatal nutrition usually
results in intrauterine growth restriction and, ultimately, low
birth weight [3]. In developed countries, low birth weight
accounts for up to 7% from all lived births. These numbers
strongly aggravate in developing countries where average
low birth weight increases up to 15% and, in some Southern
Asian countries, it may even rise up to 27% (UNICEF Portal,
www.childinfo.org). This constitutes a major global health
problem, including developed countries, since the propor-
tion of people at risk for adult chronic diseases is achieving
alarming epidemic proportions [1,2].

These epidemiologic data has been further confirmed by
numerous animal models, including ours [25—28]. These
works clearly support causality between a) nutritional
challenges during early development and b) elevated risk
for adult metabolic syndrome [29]. Experimental and
human studies led to propose the Developmental Origins of
Adult Health and Disease hypothesis, (DOHaD) [30,31]. This
hypothesis proposes that environmental stimuli, like nutri-
tion, acting during fetal and/or neonatal development can
produce permanent changes in cell/tissue structure and
function, through permanently modifying expression of
target genes [30—32].

Several explanations have been put forward to explain the
correlation between events that, in human studies, were
separated by several decades. It has been proposed, and it
is currently widely accepted that epigenetic changes
induced by early nutrition influence later health and disease
(see box 2).

The Dutch Hunger Winter (1944—1945)

The Dutch famine of 1944 took place in the German-occupied
part of the Netherlands. From September, 1944 to May, 1945,
the Nazis began a blockade that cut off food supplies and fuel
shipments to the population of the western part of the
Netherlands, to punish the reluctance of the Dutch to aid the
Nazi war effort. Daily caloric supply during this time was
decreased to as few as 700 calories per day. People suffered
from chronic hunger and the diseases produced by malnu-
trition. Some 4.5 millions were affected and about 18,000
people died because of the famine. Most vulnerable accord-
ing to the death reports were elderly men and children.

The Dutch Hunger Winter provided science and clinical
medicine with a well-characterized population suitable for the
study of DOHaD in humans. Hence, the so called Dutch Cohort
is a population of pregnant mothers and fetuses that experi-
enced malnutrition during first, second, or third trimesters.
The main characteristics that made this population so
important are summarized as follows: first, the famine was
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short in time (6 months), started and ended abruptly and
therefore itis clearly circumscribed intime and place. Second,
the population was ethnically homogeneous and without
remarkable prior differences in dietary patterns. Likewise,
food availability during rationing was largely unaffected by
social class. Third, the official food rations were known, so
that the number of calories available could be estimated by
place and time of birth. Finally, and most importantly, long-
term follow-up was possible, since the childhood and adult
medical histories of the fetuses that survived could be traced
through national population registers.

In sum, for all these reasons, the Dutch Cohort constitutes an
“excellent” population for the study of developmental
programming of adult disease. In accord, a huge number of
critical reports have already been published and many more
will certainly be published in the future. Also, the first reports
describing an association between nutritional imbalances in
utero and altered epigenetic marks during adulthood have
been described in subjects from this cohort [102,103].

characterized by insulin resistance, obesity, hypertension, hyper-
triglyceridemia, hyperglycaemia and diabetes [5]. The potential role
of nutrition in Epigenetics—Cancer is extensively reviewed else-
where [6—9,135]. We will examine the role of nutrition on epige-
netic modifications in mammals. Hence, the role of nutrition on
other model organisms (plants, C. elegans, Drosophila, zebrafish)
will not be discussed here.

Epigenetics can be pragmatically defined as the study of stable
inheritance of gene expression that occurs without modifications in
the DNA sequence [10]. Epigenetic mechanisms in mammals
include DNA methylation, histone modifications and, more
recently, a variety of non-coding RNAs (key epigenetic concepts are
summarized in Box 2) [11]. In the context of this review, it is rele-
vant to state that epigenetic factors may be modulated by envi-
ronmental cues, including nutrition, and thus provide a mechanism
by which genomes integrate environmental signals into permanent
changes of gene expression that may ultimately lead to health and
disease risk [10—14]. This recognition has ignited the rapid growth
of a novel field: Nutritional Epigenomics [15].

Box 2.

Epigenetics: Stable inheritance of gene expression that
occurs without modifications in the DNA sequence. Epige-
netic mechanisms include DNA methylation, histone
modifications and, recently, a variety of non-coding RNAs.

DNA methylation: It is a covalent modification that consists
on the addition of a methyl group at cytosines of the DNA
template. In mammals, DNA methylation occurs primarily
at CpG dinucleotides.

CpG islands are regions in the DNA with a disproportional
high abundance of dinucleotides CpG. Typically CpG
islands exist around promoter regions of the genes.

Very recently, other DNA modifications, like hydrox-
ymethylation, have been identified. The impact of these
modifications on programming of adult disease is currently
unknown.

Histones: Histones are alkaline proteins found in eukaryotic
cell nuclei that package the DNA into structural units called
nucleosomes. They are the main protein components of
chromatin, acting as spools around which DNA winds, and
play a role in gene regulation.
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Histone modifications: Covalent modifications of histone
residues that can alter chromatin states and, thus, gene
regulation. Histone modifications include a series of
complex post-translational modifications including meth-
ylation (mono-, di-, and tri-methylation), acetylation,
SUMOylation, biotinylation, phosphorylation, ubiquitina-
tion and ADP-rybosilation.

Histone code: The histone code hypothesis suggests that
specific histone modifications (or combination of modifica-
tions) may confer unique biological functions to regions of
the genome where they associate. Given the fact that there
exist 4 different histones and multiple types of modifications
across the residues of the proteins, the combination of
modifications is extremely high. This would result in
a complex, locus-specific regulation of gene transcription.

Non-coding RNAs (ncRNA): They are functional RNAs that are
not translated into proteins. Non-coding RNAs include
transfer RNA (tRNA) ribosomal RNA (rRNA) and small
nucleolar RNA (snoRNA). Recently, a series of new RNAs with
regulatory activity have been added to the list: siRNA (small
interfering RNA) miRNA (microRNA) and piRNA (piwi RNA).

Genome and Epigenome: The genome is the totality of the
genetic information of a cell/organism that is contained in
the DNA sequence.

The epigenome consists on all chemical modifications of
DNA and histones of a cell/organism that contribute to
regulate gene expression independently of DNA sequence.

One single genome may give rise to several epigenomes
depending on environmental conditions, tissue specificity,
developmental stages, etc. It is proposed that this relation
(1 Genome/ n Epigenomes) constitutes the basis for
fundamental biological issues such as pluripotency and cell
differentiation, phenotypic variation, etc.

Metastable epiallele: It is an epiallele (an allele that can
stably exist in more than one epigenetic state, resulting in
different phenotypes) at which the epigenetic state can
switch and establishment is a probabilistic event. Once
established, the state is mitotically inherited.

Sources: Molecular Biology of the Cell, Garland Science,
Taylor and Francis Group, 4th Edition.

Epigenetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1°
Edition.

Rakyan VK et al. Trends in Genetics. Volume 18, Issue 7,
348—-351, 1 July 2002.

This review is structured in order to address the following four
key questions:

1. WHEN do dietary factors influence the epigenome, thus
leading to long-term changes in gene expression? It is
remarkable to note that current evidence linking diet to
epigenetic modifications can be narrowed down to two specific
scenarios: First, during “critical windows” of early develop-
ment (specially during fetal development and/or early neonatal
growth) and, second, in adult individuals, during “Dietary
Transitions” (such as high fat feeding, caloric restriction, etc.)
occurring over a relatively long period of time (Fig. 1). There-
fore, before extensively reviewing most relevant examples
linking nutrition and epigenetic modifications, we will
summarize the concepts of “critical windows” and “homeostasis
vs. chronic dietary transitions” (Section 2).

2. WHAT are the evidences linking diet and epigenetic modifi-
cations? Most relevant studies describing nutritional variation

and epigenetically-associated metabolic phenotypes will be
summarized in Section 3 (Tables 1-3).

3. HOW do dietary factors influence the epigenome? In other
words, what are the mechanisms that link dietary factors and
epigenetic modifications? Molecular mechanisms are reviewed
in Section 4 (Figs. 2—4).

4, WHY is nutrition regulating gene expression through epige-
netic modifications, particularly during specific stages of
development or during the course of Dietary Transitions? As
yet, this is an open question that generates an intense debate.
In this last section we will comment on the current thinking
relating the biological meaning of nutrition during develop-
ment and its impact on long-term regulation of gene
expression.

2. WHEN do dietary factors infl e the

yme?

Under what circumstances does nutrition induce epigenetic
modifications? Epidemiologic and experimental evidences linking
diet to epigenetic modifications can be narrowed down to two
scenarios (Fig. 1): (1) First, during “critical windows” of develop-
ment, including fetal and early neonatal growth. (2) Second, during
“Dietary Transitions” occurring over a long period of time in adult
individuals. Typical examples of these Dietary Transitions are
chronic overfeeding, high fat feeding or chronic caloric restriction.

2.1. Critical windows of development

Developing organisms are under dynamic changes, and organ
systems undergo rapid development characterized by cell prolif-
eration/differentiation. Epigenetic mechanisms during early stages
of development contribute to faithfully maintain undifferentiated
stem-cells on one hand, and organogenesis on the other one [33,34].
Thus, early embryogenesis in mammals is the most critical period
for the establishment of the epigenome. In particular, between
fertilization and implantation, the embryo demethylates the
genome widely [35—37]. Short after implantation, there is a wave of
re-methylation that sets the epigenetic patterns for different cell
types. Therefore, these periods constitute critical spatiotemporal
windows of development during which the epigenetic marks are
either partially erased or re-set. Failure to complete these programs
in time might be irreversible and lead to permanent dysregulation
of gene expression [15,38]. Importantly, this is a period especially
vulnerable to environmental cues, such as nutrition, that can
disrupt the correct establishment of epigenetic marks that, once
established, remain highly stable. Arguably, this is the reason why
nutritional challenges during early windows of development might
have such long-term effects in the context of DOHaD.

A striking example of the critical-window-concept arises from
the Dutch Famine (Box 1) [39—41]. At the end of the Second
World War, individuals from the Western Netherlands were
exposed to acute undernutrition for a defined period of 4 months.
The disease risk of the offspring’s of women who were pregnant
during the Dutch Famine was different depending on if it was
during the beginning, the middle or close to the end of gestation
at the time of the famine. Individuals affected early in pregnancy
have cardiovascular complications, including a pro-atherogenic
lipid profile, and reduced cognitive functions [41—44]. Mid-
gestational maternal undernutrition was associated with
impaired kidney and lung function [41,45,46]. Lastly, individuals
suffering starvation at the end of gestation had striking differ-
ences with regards to glucose tolerance at adult age, although this
is a feature which is present in all groups at low levels [41,47].
Whether these differences are mediated, in part, by epigenetic
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Fig. 1. Summary of studies, from Tables 1—3, showing length and time of dietary intervention over the life course of the mouse/rat, as model organism. Each horizontal colored line
corresponds to an individual study, and length-time of the intervention is projected against the black arrow representing the life-course (2 years average) of a laboratory rodent. The
studies can be grouped into two distinctive clusters: First, interventions during early windows of development, including prenatal and early neonatal stages of development until
weaning. Second, interventions in adult individuals consisting on Dietary Transitions over a long period of time (from 9 weeks to over the lifespan of the individual).

modifications remains unknown. But it is likely that (a) the time, 2.2. Dietary Transitions
(b) the intensity and (c) duration of an environmental factor may
induce different epigenetic alterations in a tissue-dependent Epigenetic variations are not only restricted to early windows of

manner. At this point we lack a systematic survey describing development but also may occur throughout an individual life-
the epigenomic modifications (and phenotypic effects) mediated course (Figs. 1 and 2). Such epigenetic variations accumulate over
by different dietary factors during specific well-controlled periods a long period of time and may ultimately influence phenotypic
of development. outcomes (health and disease risk). This is clearly exemplified
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Table 1
Summary of relevant studies showing effects of dietary conditions on DNA methylation in humans and model organisms.

Dietary condition  Species Period of Tissue(s) Methylation Epigenetically Observed phenotype Reference
dietary input regulated gene(s)

High fat diet Mouse  Adult dietary Brain (various 1 Oprm1 Dopaminergic (Th and Dat) and the [107,108]
transition regions) 1 Th opioid systems (Oprm1), which participate

1 Dat in the central regulation of food intake and
the development of obesity, were altered.
Rat Adult dietary Islet cells 1 1113ra3 Progressive beta-cell dysfunction in islet [111]
transition cells from paternally high fat fed rats.
Mouse  In utero Brain 1 Dat Altered gene expression of dopamine [63]
l Mor and opioid-related genes may change
l Penk behavioral preference for palatable foods
and increase risk of obesity and
obesity-related diseases.
Rat In utero Liver l Cdknla Offspring from high fat fed dams [89]
developed hepatic steatosis and
characteristics of non-alcoholic
liver disease.
Neonatal Rat Neonatal Hypothalamus 1 | Pomc Early overfeeding resulted in a metabolic [92]
overfeeding/ expr/leptin syndrome phenotype (obesity,
overgrowth ratio hyperleptinemia, hyperinsulinemia,
| Pomc expr/ insulin resistance and diabetes).
Insulin receptor
ratio
Rat Neonatal Hypothalamus 1 Same model than in [92]. Reduced [93]
insulin receptor expression leads to
hypothalamic insulin resistance and
predisposition to altered feeding
behavior characteristic of this model.
Human Neonatal Peripheral blood | TACSTD2 Rapid postnatal growth is associated [189]
with increased childhood adiposity
(9—15 years).

Low protein diet Mouse  Adult dietary Liver 1 PPARa Increased hepatic cholesterol/lipid [113]
transition— biosynthesis, increasing risk of fatty
transgenerational liver and steatosis.
effect

Rat In utero Liver Global DNA None (global Low maternal protein availability [67]
hypermethylation analysis) during gestation results in glucose
intolerance and hypertension in
the adult.
Rat In utero Adrenal gland 1 AT(1b) Maternal low-protein diet resulted [74,75]
in the development of hypertension
in the offspring.
Rat In utero Hypothalamus 1 Pomc Maternal low-protein nutrition can [64]
affect brain development and expression
of orexigenic/anorexigenic genes.
Mouse  In utero Liver 1 Lxra Protein restriction during pregnancy [27]
reduced Lxra-dependent hepatic
cholesterol biosynthesis.
Mouse  In utero Adipose tissue 1 Lep Offspring from mothers fed a [76]
low-protein diet showed increased
food intake and increased adiposity.
Rat In utero Islet cell 1 Hnf4a Reduced expression of Hnf4a [65]
contributes to beta-cell dysfunction
and development of type 2 diabetes.
Pig In utero Liver 1 Somatic Increased cytochrome ¢ gene expression, [206]
cytochrome may be involved in changed
c (CYCS), mitochondrial function
Rat In utero + Liver l PPARa Altered expression of PPARa and the [59,70,71]
neonatal 1 GR glucocorticoid receptor might contribute
to altered carbohydrate/lipid homeostasis
and hypertension, respectively.
Intrauterine Rat In utero Liver Global DNA None (global Utero-placental insufficiency through [58]
malnutrition; hypomethylation  analysis) bilateral artery ligation caused insulin
placental artery in fetal livers resistance and diabetes in the adult.
ligation Rat In utero Islet cell 1 Pdx1 Adult-onset type 2 diabetes. Diabetes [61]
was associated with progressive
silencing of the transcription factor Pdx1.
Rat In utero Islet cell Genome-wide Same model as in [61]. Type 2 diabetes [66]

HELP assay:

1400 loci

differentially

methylated

(both hyper-

and hypo- Validated
methylated). loci are:
1 Fgfrl

due, in part, to beta-cell dysfunction.
Genome-wide DNA methylation analysis
showed that alterations occurred near
genes regulating processes such as
vascularization, beta-cell proliferation,
insulin secretion, and cell death.
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Table 1 (continued )
Dietary condition ~ Species Period of Tissue(s) Methylation Epigenetically Observed phenotype Reference
dietary input regulated gene(s)
1 vgf
1 Gchl
1 Pcsk5
Intrauterine Human In utero Peripheral blood 1 1L10 Individuals periconceptionally exposed [102,103]
growth 1 LEP to acute famine during the Dutch Hunger
restriction/ 1 ABCA1 Winter show differential methylation
low birth 1 GNASAS profile in a number of loci implicated in
weight 1 MEG3 growth and metabolism. These changes
1 IGF2 might contribute to late-onset
1 INSIGF cardiovascular disease and diabetes.
Human In utero Cord blood Genome-wide Validated loci: HNF4a is a transcription factor that has [104]
(CD34+ cytosine HNF4a been implicated in a form of type 2
hematopoietic methylation diabetes.
stem cells) patterns
1
Human In utero Peripheral 1 BOLA3 DNA methylation at putative metastable [101]
blood 1 FLJ20433 epialleles was elevated in individuals
1 PAX8 conceived during the rainy season,
1 SLITRK1 which is the famine period of the year,
1 ZFYVE28 in the rural Gambia. Phenotypes is as yet
undetermined.
Human In utero Umbilical cord 1 RXRa Increased childhood obesity and [105,106]
blood 1 eNOS whole-body bone area/bone mineral

density by age 9 years.

Oprm1: opioid receptor 1; Th: tyrosine hydroxylase; Dat: dopamine transporter; I113ra2: interleukin 13 receptor, alpha 2; Dat: dopamine reuptake transporter; Mor: p-opioid
receptor; Penk: preproenkephalin; Cdknla: cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1); Pomc: pro-opiomelanocortin-alpha; IR: insulin receptor; TACSTD2: tumor-
associated calcium signal transducer; Ppara: peroxisome proliferator activated receptor alpha; AT(1b): angiotensin receptor 1b; Lxra: liver X receptor-alpha; Lep: leptin;
Hnf4a: hepatic nuclear factor 4, alpha; Cycs: somatic cytochrome c; Ppara: peroxisome proliferator activated receptor alpha; GR: glucocorticoid receptor; Fgfr1: fibroblast
growth factor receptor 1; Vgf: nerve growth factor inducible; Gech1: GTP cyclohydrolase 1; Pcsk5: proprotein convertase subtilisin/kexin type 5; Pdx1: pancreatic and duodenal
homeobox 1; IL10: interleukin 10; ABCA1: ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1; GNASAS: GNAS antisense RNA 1 (non-protein coding); MEG3: maternally
expressed 3 (non-protein coding); IGF2: insulin-like growth factor 2; INSIGF: INS-IGF2 readthrough; BOLA3: bolA homolog 3 (E. coli); FLJ20433: exonuclease 3'-5' domain
containing 3; PAX8: paired box 8; SLITRK1: SLIT and NTRK-like family, member 1; ZFYVE28: zinc finger, FYVE domain containing 28. RXRa: retinoid X receptor, alpha; eNOS:

endotelial nitric oxide synthase.

in studies with isogenic laboratory animals or monozygotic
twins: In both conditions individuals are genetically identical. Yet,
during aging one individual from the twin pair, or some individuals
in a colony, shows phenotypic differences attributable to
differential accumulation of epigenetic variation [48—51]. Aging-
dependent accumulation of epigenetic variation depends on
genetic, stochastic and, importantly, environmental factors [52].
The phenotypic influence of environmental factors on adults is less
pronounced than in developing individuals because epigenomes
are now largely established (as opposed to rapid epigenomic
remodeling occurring during embryogenesis). Nevertheless, nutri-
tion can still have long lasting effects, especially during long-term
“Dietary Transitions” (Fig. 1).

The concept of Dietary Transitions, as it is used here, is
better understood by contraposition to homeostasis. Homeo-
stasis can be defined as the capacity of a system, generally
a living organism, in maintaining a stable, constant set of
parameters, such as nutrient levels, pH, temperature, etc.
Homeostatic processes occur over a (1) short period of time,
ranging from seconds to days, and imply (many times) (2)
dramatic (3) reversible changes in gene expression. A classic
example is the homeostatic adaptation to feeding and fasting in
mammals. During fasting glucagon is produced and activates
the whole transcriptional program that regulates gluconeo-
genesis. This is characterized, in part, by a striking up-
regulation of the expression of key gluconeogenic genes such
as phosphoenolpyruvate carboxykinase (Pepck) or glucose-6-
phosphatase (G6pc). During feeding conditions, however,
glucagon production is reduced and insulin represses gluco-
neogenesis, in part by inhibiting PEPCK and G6Pase at the
transcriptional level.
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In contrast to homeostasis, during Dietary Transitions organ-
isms are exposed over a (1) prolonged period of time (ranging
from weeks—months in rodents to years in humans) to a diet
characterized by an excess or a deficiency in a particular set of
nutritional factors. Examples include protein deficiency, hyper-
caloric diets, or caloric restriction, among others. This type of
transitions may cause (2) subtle (3) long-lasting (or permanent)
changes in gene expression. Some of these changes may be
mediated by epigenetic mechanisms. Epigenetically-associated
changes in gene expression, although potentially reversible, tend
to be stable and contribute to the age-dependent increase of
disease risk [53—55].

In sum, dietary exposures occurring over specific periods of life
can have permanent consequences for health and disease risk. The
question now is to characterize the molecular mechanisms through
which these types of dietary exposures may exert such long-term
effects (Section 4).

3. WHAT are the evidences linking diet and epigenetic
modifications?

Here we will review the most relevant studies linking variation
in nutrition with epigenetic modifications. It is important to note
that the most abundant and compelling evidence is based on
studies relating early nutritional imbalances with later onset of
chronic diseases in the context of DOHaD (Fig. 2). Whether this
reflects a true biological scenario, meaning that early development
is more sensitive to environmental cues than later stages of life, or
an artifact, due to biased experimental designs aimed to search for
epigenetic variation in early stages vs. later stages of life history, is
not clearly established. Moreover, as these studies are generally
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Table 2
Summary of relevant studies showing effects of dietary conditions on histone modifications in humans and model organisms.
Dietary condition Species  Period of Tissue Histone modification(s) Epigenetically Observed (or associated) phenotype Reference
dietary input regulated gene(s) (health and disease)
High Japanese In utero Liver 1Acetylation (H3K14) Correlations Maternal high fat feeding increased [91]
fat diet macaques between hepatic fetal liver triglyceride accumulation.
(HFD) H3 and gene Likewise, hepatic histology correlated
expression are with non-alcoholic liver disease.
absent or subtle
(P > 0.05).

Mouse Adult Brain | Acetylation (H3K9) Oprm1 Chronic high fat diet resulted in altered [107]
dietary tMethylation (H3K9) food behavior (preference for sucrose diets)
transition: and obesity in the offspring.
from
weaning to
age >18 weeks

Rat Adult dietary  Liver 1Acetylation (H3, H4) p16INK4a and Obesity prone rats fed a high fat diet [109]
transition: HF | Methylation p21Cip1 showed activation of the cellular
diet containing (H3K27 and senescence pathway (p16INK4a and
45% Kcal from H3K27Me3) p21Cip1), which was associated
fat for 13 weeks 1Methylation with hepatic steatosis.

(H3K4Me2).
Rat In utero Liver 1 Acetylation (H4) Pck1 Foetal offspring of HF-fed dams had [196]
| Methylation (H3K9Me3 significantly higher mRNA contents
and H3K27Me3) of gluconeogenic genes, which can
contribute to late onset glucose
intolerance and diabetes.

Mouse Three Liver | Methylation (H3K9Me2) LXRa and ERO1-a The male offspring of the F2 generation [110]
consecutive (derived from both grand-maternal and
generations maternal obesity) were highly susceptible
(FO, F1, and F2) to developing obesity and hepatic steatosis.

Maternal Pig Gestation and ~ Skeletal 1Acetylation (H3) Mstn Maternal low protein diet influences [197]
Low lactation mucle 1 Methylation (H3K27Me3) myostatin gene expression at weaning
protein | Methylation (H3K9Me) and finishing stages influencing muscle
diet (LP) mass, and potentially insulin sensitivity,
in the offspring.

Rat Pregnancy Liver | Acetylation (H3) Cyp7al Body weight and liver growth were [82]

and lactation 1Methylation (H3K9Me3) impaired in the male offspring.
Likewise, circulating and hepatic
cholesterol levels were increased
in the adult offspring.

Rat In utero Skeletal 1Acetylation (H3, H4) C/EBPb Low protein availability during [198]

muscle gestation altered amino acid and
energy homeostasis in skeletal
muscle and fat deposition during
muscle development in the offspring.

Rat In utero Liver 1Acetylation (H3, H4, GR Increased hepatic expression of the [70]

and H3K9) glucocorticoid receptor in the offspring
| Methylation contributed to glucose intolerance and
(H3K9Me3) increased hepatic glucose production.
Rat In utero Liver 1 Acetylation (H4) Asns; Atf3 Maternal low protein diet programmed [199]
1Methylation the amino acid response pathway in the
(H3K9Me3) liver of the offspring. These alterations
might potentially lead to liver dysfunction,
including defective glucose homeostasis.

In utero Rat In utero Liver 1Acetylation (H3) Global H3 Uteroplacental insufficiency (UPI) [58]
undernutrition hyperacetylation leads to increased risk of insulin
(utero-placental in livers from PO resistance, hypertriglyceridemia,
insufficiency, UPI) and P21 rat offspring. hyperglycemia and overt diabetes

in the adult rat offspring.
Rat In utero Liver 1 Acetylation (H3K9, PGCla and CPT1a Same model as in [58]; changes [200]
H3K14 and H3K18) in PGC1a and CPT1a may contribute
to hepatic metabolic dysfunction.
Rat In utero Brain 1 Acetylation (H3K9Ac Global histone UPI caused permanent changes [68]
and H3K14Ac) modifications chromatin structure of the
(no specific loci hippocampus and the periventricular
are described) white matter of the offspring. These
alterations might be associated to poor
neurodevelopmental outcomes.
Rat In utero Liver 1 Acetylation (H3K9Ac Dusp5 Same model as in [58]; Dusp5 is a [80]
and H3K14Ac) phosphatase that dephosphorylates
Erk1 and 2, which in turn increases
serine phosphorylation of IRS. IRS
serine-phosphorylation contributes
to hepatic insulin resistance.
Rat In utero Hippocampus GR Same model as [58,68]; intrauterine [84]

growth restricted rats showed
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Table 2 (continued )

Dietary condition Species  Period of Tissue Histone modification(s) Epigenetically Observed (or associated) phenotype Reference
dietary input regulated gene(s) (health and disease)
1 Acetylation (H3K9) increased expression of
1Methylation hippocampal glucocorticoid receptor,
(H3K4Me3) which is an important regulator of the
hypothalamic-pituitary—adrenal axis.

Rat In utero Lung 1,1 Methylation in a PPARg Intrauterine growth restriction altered [86]
developmental and PPARg expression, causing altered lung
gender-specific manner alveolization and postnatal lung disease
(H3K9Me3) in the male offspring.

Rat In utero Islet cells |Acetylation (H3 and H4) Pdx1 Intrauterine growth restriction resulted [61,201]
| Methylation (H3K4) in adult-onset type 2 diabetes. Adult
1Methylation (H3K9) diabetes was associated with progressive

silencing of the transcription factor Pdx1,
which is critical for beta-cell function
and development
In utero Rat In utero Skeletal | Acetylation (H3K14) Glut-4 50% caloric restriction during the last [60]
undernutrition muscle tMethylation (H3K9Me2) week of gestation represses skeletal
(50% caloric muscle Glut4 expression in the adult
restriction) rat offspring.
Rat In utero Liver | Methylation (H3K4Me2) Igf1l 50% caloric restriction during gestation [81]

1Methylation (H3K4Me3)

decreased H3K4Me2 at the hepatic IGF1
region of the newborn offspring.
Intrauterine growth restricted rats that
exhibited postnatal catch-up growth
had decreased H3K4Me2 and increased
H3K4Me3 in the IGF1 locus.

Oprm1: p-opioid receptor; p16INK4a: cyclin-dependent kinase inhibitor; p21Cip1: cyclin-dependent kinase inhibitor 1A; Pck1: phosphoenolpyruvate carboxykinase;
LXRa: liver X nuclear receptor alpha; ERO1-a: endoplasmic reticulum oxidation 1; Mstn: myostatin; CypZal: colesterol 7 a-hydroxylase; C/EBPb: CCAAT/enhancer-binding
protein beta; GR: glucocorticoid receptor; Asns: asparagine synthetase; Atf3: activating transcription factor 3; PGCla: peroxisome proliferator activated receptor gamma,
coactivator 1 alpha; CPT1a: carnitine palmitoyltransferase 1a; Dusp5: dual specificity phosphatase 5; Pparg: peroxisome proliferator-activated receptor gamma; Pdx1:
pancreatic and duodenal homeobox 1; Glut4: Glucose transporter 4 insuline-responsive; Igf1: insulin-like growth factor 1.

conducted from the clinical perspective, with pathologies as
readout, we currently do not know whether we miss the advan-
tageous, evolutionary beneficial effects of epigenetic adaptations
because of this biased view.

Recent articles have reviewed some aspects covered in this
section [56,57]. Therefore, we have kept it short and summarized
most experimental data in Tables 1-3.

3.1. Nutrition during early development: epigenetics and DOHaD

3.1.1. Animal models

The association between dietary changes during specific
windows of development and epigenomic modifications has been
reported in several animal models (Tables 1-3) [27,58—68]. They
constitute an excellent tool to understand how particular nutri-
tional regimens or specific dietary factors may influence the epi-
genome. The most widely studied nutritional challenges include
protein deficiency, global caloric restriction, high fat feeding and
excessive neonatal food intake. A special chapter is constituted by
the Agouti mouse model which, although mechanistically likely to
be an exemption, serves as a visualization of the current ideas in
the field.

3.1.1.1. Protein malnutrition. Protein restriction is frequently used
as a model for maternal malnutrition. Often, diets of 18% casein
(control) and 9% casein (restricted) are compared, but sometimes
other percentages of protein are used or restricted diets are
compared to chow. This should be kept in mind when comparing
different studies. Feeding a low protein diet to pregnant rats
resulted in global DNA hypermethylation in livers from the
offspring [67]. This was among the first studies showing a link
between nutritional imbalances during intrauterine development
and epigenetic modifications. More recent studies have also
confirmed that maternal low-protein feeding during gestation
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may also result in locus-specific changes in DNA methylation
(Fig. 2, Tables 1-3). More importantly, these changes remain
stable until adulthood, thus providing a molecular basis for
DOHaD. Reported genes (or loci) include the glucocorticoid
receptor (GR), peroxisome proliferator-activated receptor alpha
(PPARw) and liver X receptor-alpha (Lxra) in liver [27,59,69—73];
the hepatocyte nuclear factor-4-alpha (Hnf4a) in islet cells [65];
the AT(1b) angiotensin receptor in adrenal gland [74,75]; the
orexigenic/anorexigenic genes neuropeptide Y (Npy) and pro-
opiomelanocortin C (Pomc) in hypothalamus [64]; and the lep-
tin gene (Lep) in adipose tissue [76].

Importantly, in the previous examples, changes in DNA meth-
ylation correlate with altered gene expression. Therefore, such
nutritionally-induced changes in DNA methylation may explain, at
least in part, metabolic dysfunction in the adult. Hence, altered
expression of GR, PPARa and Lxra may explain altered lipid
metabolism and hepatic steatosis which in turn contributes to
hepatic insulin resistance. Dysregulated expression of Hnf4a in islet
cells may lead to beta-cell dysfunction and type 2 diabetes. Finally,
Npy, Pomc and Lep regulate appetite in rodents. Therefore, aberrant
expression of these genes may alter feeding behavior and explain
the development of obesity and obesity-related diseases including
insulin resistance and diabetes. In sum, there is now sufficient
evidence to support that maternal protein malnutrition may induce
permanent alterations in gene expression through epigenetic
modifications. These alterations can contribute, in part, to the
development of obesity, insulin resistance and type 2 diabetes in
the adult.

3.1.1.2. Global caloric restriction: placental artery ligation. Global
caloric restriction is another frequently used model for maternal
malnutrition. Caloric restriction in animal models has been
accomplished by either placental artery ligation or by global caloric
restriction.
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Table 3
Summary of relevant studies showing effects of dietary conditions on micro-RNA expression in humans and model organisms.
Dietary factor Species, Tissue(s) Observed phenotype (miRNAs modulated) Reference
timing
Maternal Mouse Liver Maternal high fat feeding prior to conception, [177]
high fat (in utero) during
feeding gestation and lactation changed the expression
of 23 miRNAs (from 579 miRNAs present in
a microarray) in livers from the adult offspring.
Strikingly, methyl-CpG binding protein 2 was
the common predicted target for several of the
identified miRNAs (miR-709, -let7s, —122, —-194
and —26a).
High fat Mouse White Expression of miR-103, miR-107 (lipid metabolisms) [179]
feeding (adult) adipose and miR-103, miR-107 (altered in obesity) changed
supplemented tissue in response to the treatment with conjugated linolenic
with linoleic (WAT) acid, currently used to induce fat loss.
acid
Biotin Human Primary Physiological concentrations of biotin increased miR-539 [202]
(in vitro) human abundance in a dose-dependent manner. miR-539 regulates
cells holocarboxylase synthetase, which catalyzes the covalent
binding of biotin to carboxylases and histones.
Polyphenols Human Human Flavonol-rich fractions extracted from yaupon holly leaves [180,203,204]
from yaupon (in vitro); colon exert anti-inflammatory properties in both human and
holly leaves Mouse cells; mouse cells:
(quercetin 1. Quercetin and kaempferol 3-rutinoside up-regulated
and kaempferol miR-146a in human colon cancer cells, which is a negative
3-rutinoside) regulator of the pro-inflammatory factor NF-«kB.
2. Quercetin treatment in mouse macrophages
down-regulated the pro-inflammatory miR-155.
Ethanol Human; Colon Ethanol induced expression of miR-212, which causes gut [178,205]
Mouse biopsies leakiness, a key factor in human alcoholic liver disease;
and caco-2 prenatal ethanol exposure changed expression of several
cells; miRNAs in fetal brain from mice (miiR-10a, 10b, 9, 145,
fetal 30a, 152, 200a, 496, 296, 30e-5p, 362, 339, 29c¢, 154).
brain miR-10 up-regulation mediated, in part, Hoxal
down-regulation. Co incubation with folate reverted these
effects.
Vitamin E Rat Liver Vitamin E-deficient diet (6 months) [181]
(Dietary caused a down-regulation of miR-122a and miR-125b,
Transitions) which contribute to regulate lipid metabolism and
cancer-inflammation, respectively.
Starvation Rat Liver Mild starvation (12 h) increased hepatic levels of [183]

miR-451, —122a, —29b. Insig1, which in turn inhibits
Srebp1 production, is a predicted target of miR-29.

Bilateral placental artery ligation in rats has been widely used as
a model of reduced nutrient and oxygen availability for the fetus
[77,78]. This surgical procedure may both induce genome-wide
DNA hypomethylation in fetal livers [58] and affect the histone
code at specific loci in the offspring (Tables 1 and 2) [58,60—62,68].
For example, in utero undernutrition in rats reduces expression of
the homeobox 1 transcription factor (Pdx1) in islet cells [61]; the
dual specificity phosphatase 5 (Dusp5) [80] and cholesterol 7alpha-
hydroxylase (Cyp7al) [82] in liver; dual specific phosphatase 5
(Dusp5) and the glucocorticoid receptor (GR) genes in hippocampus
[83,84]; 11beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (Hsd11b2) in
kidney [85]; and the peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (PPARYy) in lungs [86].

Similar to what we have described for the low protein diet, some
of the previously described genes can contribute to different
aspects of the metabolic syndrome. For example, Pdx1 is a key
transcription factor that regulates beta-cell differentiation. Hence,
altered Pdx1 expression may lead to beta-cell dysfunction and
diabetes. On the other hand, Dusp5 is a protein from MAPK-
signaling pathway that can modulate insulin signaling. Thus,
altered expression of Dusp5 may induce tissue-specific insulin
resistance that can ultimately contribute to whole body insulin
resistance and diabetes. In sum, all these data clearly establish that
in rodent models altered gestational nutrition may induce

chromatin remodeling at metabolically relevant loci, through
changing histone marks.

To finish, we would like to notice a recent report from Niisken
and colleagues [79]. They have compared surgical uterine artery
ligation with protein restriction in rats and found striking differ-
ences in the resulting phenotype [79]. Therefore, these acute and
severe surgical interventions cannot be completely compared with
any dietary regimen. It constitutes, though, a valuable model to
understand developmental programming of the offspring in
response to placental dysfunction/placental insufficiency which
causes reduced nutrient and oxygen availability to the fetus.

3.1.1.3. Global caloric restriction: nutritional deprivation. In rats, 50%
global caloric restriction during the last week of gestation resulted
in reduced expression of the glucose transporter 4 (Glut4) in
skeletal muscle from the offspring [60]. This alteration is mediated
by specific changes of histone modifications (H3K14 deacetylation
and increased H3K9 di-methylation). Glut4 is a landmark protein
that allows insulin-stimulated glucose uptake into peripheral
tissues. Therefore, altered epigenetic regulation of glut4 may
contribute to the development of insulin resistance and diabetes in
this rat model. In a similar rat model, 50% caloric restriction
decreased the abundance of H3K4Me2 at the IGF1 locus of liver
from the newborn offspring. This epigenetic modification alters
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Fig. 2. Summary of the loci that show altered expression in association with an epigenetic modification. Results are grouped by dietary intervention, type of epigenetic event and
window of intervention. Data included in this figure is derived from Tables 1-3, including humans and model organisms.

IGF1 expression and contributes to post-natal catch-up growth and
subsequent risk of diabetes in the adult [62,81].

Moderate caloric restriction (30%) to pregnant non-human
primates (Baboon) decreased methylation in fetal kidney during

early stages of gestation, whereas it increased DNA methylation by
the end of gestation [87]. Likewise, DNA methylation was also
increased in the frontal cortex during late gestational stages [87]. In
a follow-up study, expression of the glucogenogenic enzyme
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Fig. 3. Intracellular signals that translate nutrition into epigenetically-mediated metabolic phenotypes. A, diet, through not completely known mechanisms depicted by the black
box, alters the epigenome. B, intracellular second-messengers synthesized in response to extracellular nutritional/energetic states and that are able to modulate the epigenome. C,
the production of the second-messengers depends, directly or indirectly, from the synthesis of ATP (or the ATP/ADP ratio), which in turn is determined by the energetic state of the
cell. ATP acts as a cofactor or it is necessary to fully activate the enzymes that catalize the synthesis of NAD, FAD, o-KG and SAM. NAD (nicotinamine adenine dinucleotide), FAD
(flavin adenine dinucleotide), «-KG (a-ketoglutarate), SAM (S-adenosyl methionine), ATP (adenosine triphosphate). 1: Class Il histone deacetylase (sirtuins); 2: LSD1-containing
domain histone demethylase; 3: JumonjiC-containing domain histone demethylase; 4: DNA methyl transferase; 5: histone methyl transferase; 6: nicotinamide/nicotinic acid
mononucleotide adenylyltransferase; 7: riboflavin kinase and FAD synthase; 8: a-ketoglutarate dehydrogenase; 9: S-adenosyl methionine transferase.
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phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (PCK1) was increased in the
fetal liver [88]. Strikingly, up-regulation of this gene occurred in
association with the hypomethylation of the PCK1 promoter. These
data support that moderate maternal nutrient reduction in non-

human primates causes organ-specific and gestational age-
specific changes in DNA methylation. These changes may have
long-term effects on fetal organ development [87] and be causative
for metabolic dysfunction later in life [88].
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3.1.1.4. High fat diet. In utero malnutrition (by either protein or
global caloric restriction) is not the only experimental model by
which maternal diet influences offspring epigenome during
development. Hence, two recent reports showed that maternal
high fat diet may alter DNA methylation and gene expression in the
offspring. First, maternal high fat feeding during gestation altered
methylation and gene expression of dopamine and opioid related
genes in the brain from the offspring [63]. This change may influ-
ence behavioral preference for palatable foods, thereby increasing
obesity and obesity-associated risk for metabolic syndrome. The
second report demonstrated that offspring from mothers fed a high
fat diet showed reduced methylation, and increased expression, of
the cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (Cdkn1a) during neonatal
liver development [89]. This alteration is responsible for changing
hepatic proliferation and liver size, two aspects that are compatible
with the development of a fatty liver phenotype [90]

Interestingly, maternal high fat feeding also altered the epi-
genome of the developing offspring of the Japanese macaque [91].
Consumption of a high fat diet during gestation increased fetal liver
triglyceride content and led to non-alcoholic fatty liver disease.
These phenotypic adaptations occurred in association with
increased histone acetylation at H3K14 and H3K18. Next, by chro-
matin immunoprecipitation assays, the authors were able to
identify locus-specific H3 candidate genes, such as DnaJ (Hsp40)
homolog, subfamily A, member 2 (DNAJA2) or glutamic pyruvate
transaminase 2(GPT2). It is currently unknown whether these two
genes may contribute to the accumulation of lipids and the devel-
opment of fatty liver. It will be certainly interesting to further
explore the potential implication of these genes on liver
metabolism.

It is interesting to remark that the number of reports linking
maternal high fat feeding with late onset disease is lower as
compared to those linking caloric deprivation or protein restric-
tion. We believe that this is just a methodological bias, because the
initial paradigm described in the DOHaD was maternal caloric
deprivation, starting already with Barker's focus on low birth
weight. We expect that the number of studies focusing on
maternal high fat feeding (or overnutrition, as a general idea) will
grow over the next years. These studies will be extremely relevant
because in Westernized societies the prevalence of maternal
obesity (and maternal overnutrition) during gestation is increasing
alarmingly.

To conclude, experimental data demonstrate that develop-
mental programming of adult disease occurs at both sides of the
spectrum, due to either caloric deprivation or nutritional excess.
Although the specific mechanisms leading to adult disease in both
situation will be likely different, the current evidences support that
the epigenome might be a common molecular link between them.

3.1.1.5. Neonatal overfeeding. Nutritional effects on the epigenome
are not limited to the intrauterine life, but extend to early neonatal
period (Figs. 1 and 2). Thus, neonatal overfeeding in rats increased
methylation of the promoter of the hypothalamic anorexigenic
factor proopiomelanocortin, Pomc [92]. Permanent down-
regulation of Pomc augments food intake, promotes obesity and
may provide a mechanism to explain, in part, metabolic syndrome
in this model [92]. Likewise, in a follow-up study, neonatal over-
nutrition increased mean methylation of the insulin receptor
promoter in the hypothalamus [93]. This alteration might addi-
tionally contribute to induce hypothalamic insulin resistance, thus
contributing to the development of metabolic syndrome. To finish,
neonatal overfeeding in the mouse also provoked permanent
modifications in DNA methylation in the liver from adult individ-
uals, as assessed by CpG island microarrays (Pentinat & Jimenez-
Chillaron, unpublished results). 91 loci were differentially
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methylated (49% hypermethylated, 51% hypomethylated). Cluster
analysis demonstrated enrichment on developmentally-related
genes (Wnt signaling pathway). Whether altered expression of
Whnt proteins may mediate hepatic metabolic dysfunction remains
to be determined.

To conclude this part, the data summarized above demonstrate
that nutrition during early stages of development can induce
permanent changes in gene expression of somatic cells through
epigenetic modifications. The three important points that we
would like to highlight are: (1) maternal malnutrition influences
the epigenome of the fetus. (2) Some of the epigenetic marks
established during early development remain stable until adult-
hood. (3) Perinatal malnutrition causes both global and locus-
specific epigenetic modifications.

3.1.2. The agouti mouse model

The agouti viable yellow mouse (AY) is a well established
animal model for fetal programming studies and often used as a key
example for the importance of epigenetic modifications
[13,94-97]. The AY allele resulted from the transposition of
a murine retrotransposon upstream of the agouti gene. Although
agouti is normally expressed only in hair follicles, its expression in
other cells is regulated by methylation of this locus. Thus, isogenic
offspring varies in agouti expression depending on developmental
methyl group availability. The agouti signaling molecule both
induces yellow pigmentation and antagonizes the satiety signaling
cascade (at the melanocortin 4 receptor in the hypothalamus). This
results in variably yellow fur and susceptibility to obesity by
hyperphagia in correlation to the level of DNA methylation. This
clearly shows the direct link between nutrition, epigenetics, and
the resulting phenotype.

Therefore, besides regulatory pathways involved in regulation of
metabolism (like GR, Pomc and LXR, summarized above and in
Table 1), several other genomic loci have been identified as being
especially vulnerable to epigenetic modifications. The agouti viable
yellow mouse and the axin fused mouse are the most prominent
examples [98—100], but recently the first human examples have
been described [101]. These loci are suitable proof-of-principle
candidates for measuring changes in DNA methylation following
dietary challenges. However, it should be noted that it is currently
not clear whether this phenomenon is universal or may be only
limited to some exceptional loci.

3.1.3. Human evidences

As noted previously, the Dutch hunger winter was a period late
during World War 2 when the Western part of the Netherlands was
blocked from food transports for 4 months (Box 1). There is plenty
of data on health outcome available from the abovementioned
cohorts, linking fetal environment (particularly nutrition) and
postnatal health [39—41]. Very recently, the links between famine
and epigenetic markers in adults have been examined. In an elegant
study, Heijmans and colleagues isolated DNA from white blood cells
of individuals being peri-conceptionally affected by famine [102].
They were among the first to demonstrate that the insulin-like
growth factor 2 (IGF2) locus was less methylated in the famine
group when compared to matched controls [102]. In a subsequent
study they extended their analysis to more genes and examined
sex-specific effects. DNA methylation in the famine-exposed group
was increased for GNAS antisense RNA 1 (GNASAS), maternally
expressed 3 (MEG3), interleukin 10 (IL10), ATP-binding cassette,
sub-family A, member 1 (ABCA1) and leptin (LEP), while it was
decreased for INS-IGF2 readthrough (INSIGF) [103]. Interestingly,
they found that at least some of the epigenetic changes observed
were sex specific. Until now, a detailed analysis of the putative
physiological consequences of these findings is missing. However, it
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is tempting to speculate that methylation changes in promoters of
genes such as LEP (involved in satiety regulation) and ABCA1
(involved in cholesterol transport and HDL formation) may link
early nutrition to adult metabolic disease. To finish, it is remarkable
that in both studies differences in DNA methylation were apparent
more than 60 years after birth. It remains to be determined
whether this type of alterations are already present at birth and
maintained throughout life, or appeared secondarily in response to
progressive metabolic dysfunction. Here, careful physiological
studies have to follow in future.

Seminal studies from the Dutch cohort have been followed by
a series of reports: A recent study by Waterland and colleagues
extended our knowledge of nutritional influences during gestation
on the epigenome to seasonal changes in nutrition [101]. The
authors examined DNA methylation in individuals from rural
Gambia. There, nutrition during the rainy season is largely different
from nutrition during the dry season. The rainy season is charac-
terized by reduced nutrient availability whereas the dry season is
characterized by high nutrient availability. The authors reported
that several putative metastable epialleles (Box 2) were differen-
tially methylated (BOLA3, FLJ20433, PAX8, SLITRK1, ZFYVE28). These
loci are stochastically methylated early during development and in
mice reflect nutritional influences. Here, this phenomenon could be
demonstrated for the first time in humans. Importantly, the authors
also examined the methylation of other loci which have been
previously been identified as targets of differential methylation
(e.g., LINE1, GNASAS, IL10) and failed to demonstrate any nutritional
influences. This may indicate that the duration and severity of the
malnutrition has a pronounced effect on the establishment of
epigenetic effects.

The key question is what the relevance of these changes in
metastable epialleles for human disease is. On one hand, it is not
known whether they can influence adult metabolism in any way.
They might be useful, though, as biomarkers of early nutrition. They
can be a good tool to determine whether an individual has devel-
oped under nutritional stress or not. This information might be
extremely useful in order to enroll positive individuals into specific
programs aimed to prevent late onset metabolic dysfunction.
Nevertheless, the validity of these markers needs further evalua-
tion including the presence in other independent human cohorts.

To finish, a set of very recent studies have determined patterns
of DNA methylation in cells from cord blood [104—106]. For
example, Einstein and colleagues analyzed global patterns of DNA
methylation in hematopoietic stem cells (CD34+) from cord blood
in intrauterine growth restricted and control babies by microarray
analysis [104]. Bioinformatic analysis yielded that a small subset of
56 loci showed significant differences in methylation between
groups. These genes were involved in processes critical for stem cell
function (cell cycle, cellular maintenance). Strikingly, the diabetes-
related gene hepatocyte nuclear factor 4, alpha (HNF4A) appeared
among these differentially methylated loci. It remains unclear
though whether these changes will remain stable into adulthood
and therefore contribute to diabetes risk (or chronic disease risk in
general) later in life. In this regard, the authors suggest that
epigenetic modifications in multipotent progenitor cells (such as
the CD34+ cells analyzed in this study) might influence chronic
diseases later in life as the cell population expands over time and
induce functional changes during tissue differentiation and matu-
ration. While very attractive, this hypothesis deserves further
investigation. In any case, these types of studies are extremely
important because of the potential use of DNA methylation at birth
as an early marker of future disease risk [104—106].

In another recent set of studies, DNA methylation of several
candidates was assessed in cord blood from two independent
populations of children with normal birth weights [105,106].

Strikingly, the authors show that the methylation of retinoid X
receptor alpha (RXRa) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
at birth correlated with adiposity by age 9 years [105]. In addition,
in a follow-up study, DNA methylation of the promoter region of
eNOS also correlated with bone mineral density at age 9 years [106].
Thus, these studies constitute the first proof of principle to show
that DNA methylation at birth might be a powerful molecular
marker (of early nutrition) for later risk of disease (adiposity, bone
density). Additional data from other cohorts will validate this
concept and additional follow-up studies to define whether these
changes in methylation persist well into adulthood.

3.2. Adult nutrition during “Dietary Transitions”

As previously mentioned, epigenetic variations are not only
restricted to early windows of development and may also occur
throughout an individual life-course. However, the amount of data
linking adult dietary interventions with epigenetic modifications is
much more limited than that for dietary interventions during early
development (Figs. 1 and 2), and it is yet unknown whether this is
a bias or truly shows differential biological responses to different
developmental stages. Regardless, as we will discuss here, dietary
factors may influence the epigenome in adult individuals
(Tables 1-3). Taking into account the available data, nutrition may
induce epigenetic modifications in adults when it fulfills at least
these two conditions: First, dietary interventions take place over
a long period of time and, second, there is a transition from the
previous to a novel type of diet. This is clearly exemplified in
numerous animal models: from chow diet-to-high fat diet, from
chow diet containing normal protein content-to-chow diet con-
taining low protein content, from ad lib feeding-to-caloric restric-
tion (CR), etc.

3.2.1. Chronic high fat feeding

Chronic high fat diet in mice (from weaning until 20 weeks of
age) altered patterns of DNA methylation within the promoter
regions of the genes encoding tyroxine hydroxylase, the dopamine
transporter and the p-opioid receptor in the brain [107,108]. These
genes are part of the neurotransmitter systems that participate in
the regulation of food intake. Thus, these epigenetically-induced
alterations can contribute to the development of obesity and
obesity-related diseases occurring later in life. In another rat model,
high fat feeding in obese prone rats for 13 weeks resulted in
increased transcription of p16™¥4? and p21“P! in the liver [109].
These changes, which might contribute to liver disease, occur in
response to modifications in the histones residing in the regulatory
and coding regions of both genes.

Very recently, an interesting study explored the effect of
continuous high fat feeding for three generations on the develop-
ment of fatty liver in the mouse offspring [110]. At 4—6 weeks of
age, C57BL/6 females (FO) were fed with a diet containing 60% Kcal
of fat. This high-fat feeding was continued for two more genera-
tions, F1 and F2. After this nutritional intervention, the authors
report that obesity occurred earlier and became more severe in F2
male offspring that in F1 and FO mice. Likewise, F2 offspring also
developed the highest degree of hepatic steatosis. Hepatic steatosis
in F2 mice was accompanied by a transgenerational trend to up-
regulate lipogenic genes, including fatty acid synthase (Fasn),
stearoyl—coenzyme A desaturase 1 (Scd1), sterol regulatory
element binding protein-1 (Srebp), liver X nuclear receptor alpha
(Lxra), liver X nuclear receptor beta (Lxrb) or the endoplasmic
reticulum oxidation 1 (Ero-1a). Strikingly, Lxra and Erol-a expres-
sion are explained, in part, by reduced relative protein levels of
H3K9Me2 and H3K27Me3 binding to their promoter regions. Thus,
the authors conclude that the effects described in F2 male offspring
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are “presumably consequence of transgenerational accumulation of
epigenetic modifications leading to accumulation of lipogenesis in
the liver” [110]. In sum, a sustained dietary change for three
generations leads to progressive accumulation of epigenetic
modifications that may modulate metabolic phenotypes. To note,
the effects described in F2 male mice are actually a combination of
long dietary interventions, plus the nutritional impact received
during development. It will be important to design appropriate
experiments to dissect the relative contribution of developmental
vs. adult nutrition on the development of fatty liver.

Interestingly, effects of high fat feeding may induce trans-
generational (epigenetic) consequences: chronic high fat diet
(during 10 weeks, from age 4 weeks) in male Sprague—Dawley rats
programmed beta-cell dysfunction in their female offspring, which
has not been exposed to high fat diet during its development [111].
Beta-cell dysfunction was characterized by altered expression of
genes involved in Calcium-, MAPK- and Wnt-signaling pathways.
This alteration may be attributed, in part, to changes in DNA
methylation. This is exemplified by the interleukin 13 receptor
alpha-2 gene (I113ra2), which shows the highest fold change in
expression in concordance with hypomethylation of its regulatory
region. These authors argue that this is an example of non-genetic,
intergenerational transmission of metabolic dysfunction through
the paternal lineage. Since males only contribute to their offspring
through the information contained in the sperm, it is pointed out
that nutritional variations may influence the epigenome not only in
somatic cells but also in cells from the germ line. Next, these
modifications should remain after the reprogramming of the epi-
genome during the processes of meiosis and first post-zygotic
divisions and inherited into the next generation offspring. While
extremely plausible, direct evidence that this is actually happening
in germ cells from this model is not experimentally provided [112]
and alternative explanations might occur: For example, it might be
possible that reported epigenetic alterations occurring in the rat
offspring are not inherited from the father, but develop secondarily
to the pre-diabetic phenotype that develops in response to the
beta-cell dysfunction. Undoubtedly, an accurate analysis of the
epigenome of germ cells and sperm will be necessary to ascertain
that nutritional imbalances, such as high fat diet, may induce
heritable epigenetic modifications in mammals.

3.2.2. Low protein diet

Transgenerational effects have also been shown in C57/Bl6 male
mice fed a low protein diet from weaning to age 9—12 weeks [113].
Offspring of males fed a low protein diet showed elevated hepatic
expression of genes involved in cholesterol and lipid metabolism.
Likewise, paternal low protein diet induced numerous changes of
DNA methylation, as assessed by microarray analysis, in livers from
the offspring. Among positive loci, an enhancer of the lipid regu-
latory protein PPARa was identified [113]. The authors conclude, as
in the previous study, that paternal nutrition may programme the
epigenome of the germ line that, in turn, might be inherited and
influence offspring disease risk, such as lipid—cholesterol metab-
olism. Again, a direct molecular link has not been shown yet, since
the sperm epigenome from low protein fed male mice appeared
normal [114]. Thus, the identification of the environmentally-
induced epigenetic marks that are transmitted to the offspring
will be a matter of intense research over the next years.

3.2.3. Diets containing methyl-supplements

A recently published work explored the contribution of a sus-
tained dietary change on the epigenome of isogenic mice over the
course of six generations [115]. The authors fed founder mice with
methyl-supplements from 2 weeks prior of mating and maintained
this diet over 6 generations. They report that such sustained diet
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increased DNA methylation variation in liver from the isogenic C57/
BL6 mice. This study concludes that epigenetic modifications (DNA
methylation) are stochastic in nature, and occur in both controls
and nutritionally-treated mice. But, methyl-supplemented mice
show a greater variability on positive differentially methylated loci.
Again, as previously described by Li et al. [110], the accumulated
variation in DNA methylation observed in mice offspring from the
sixth generation results from combining inherited- and
nutritionally-induced-epigenetic variation.

3.2.4. Caloric restriction (CR)

The effects of chronic caloric restriction have deserved special
attention to the scientific community since it is, by far, the most
powerful mechanism to extend lifespan in many animal models
such as yeast, C. elegans, Drosophila and mammals (mice, rat, and
monkeys) [116—118]. It is important to note that CR not only
increases maximal lifespan but also delays onset of chronic age-
related diseases, including cardiovascular disease, type 2 diabetes,
degenerative diseases and cancer in both nonhuman primates and
humans [118—122]. Thus, as stated in the title of this review, CR
constitutes an example where dietary interventions influence
health, as opposed to disease risk. A number of recent reviews have
covered the potential role of nutrition involved in aging and
longevity through epigenetic mechanisms [123—128]. In this
section we will just summarize the main aspects.

CR may exert its beneficial effects on aging-related degenerative
diseases through multiple mechanisms, including (1) reduction of
oxidative stress and (2) modulation of metabolic pathways through
the endocrine system (insulin/IGF1 signaling) [4,129]. More
recently, chromatin remodeling has been included as an additional
key mechanism in mediating lifespan extension through CR
[52,124]. In this regard, early evidences have shown that aging is
associated with global DNA hypomethylation, in conjunction with
hypermethylation of specific promoter regions, such as cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A (p16), Harvey rat sarcoma virus
oncogene (H-Ras), runt-related transcription factor (RUNX), or
retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1 (TIGI)
[130—135]. Likewise, global DNA hypomethylation has been
observed in many different age-related diseases, including cancer,
atherosclerosis or neurodegenerative diseases [136,137]. Global
DNA hypomethylation and multiple changes in the histone code
result in loss of chromatin integrity [138]. There is now emerging
data to support that CR mediates its beneficial effects by modu-
lating chromatin function and increasing genomic stability through
reversing DNA methylation and increasing global histone deace-
tylases activity [124]. Thus, it has been shown that CR may reverse
aberrant DNA methylation in specific loci, such as H-ras in rats, or
p16 and RUNX3 in human samples, but not global hypomethylation
associated to the process of aging [139]. Likewise, CR may also
reverse aberrant locus-specific DNA methylation in age-related
disorders such as obesity. Accordingly, short-term CR on obese
people may change DNA methylation is specific loci including
ATPase, class V, type 10a (ATP10a), Wilms tumor 1 (WTT1) or tumor
necrosis factor a (TNFa) [140—143]. It has been proposed that these
changes might be useful as indicators of diet-induced weight loss
responders vs. non-responders. To finish, CR influences expression
of specific genes associated to age-related diseases (p16™<4%;
cancer) and senescence (Human Telomerase Reverse Transcriptase,
hTERT) through modulating the enrichment binding of HDAC1 to
their promoter regions [144,145].

3.2.5. CR and sirtuins

Recent experimental data suggests that CR mediates its effects
through the activation of the members of the Class III of histone
deacetylases (HDAC), also known as the sirtuin family. Sirtuins are
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NAD" dependent HDAC (see section 4) that have been linked to
regulation of CR-mediated lifespan [55]. Among mammalian sir-
tuins, sirtuin 1 (SirT1) is best characterized and has been one of the
key players translating CR into biological responses in mammals
[146,147]. SirT1 is activated in response to CR and increases lifespan
in most model organisms [148]. The role of other sirtuins in
mammals in CR-mediated increased lifespan is not clearly estab-
lished [55]. SirT1 acts as a metabolic sensor and its activation in
response to CR mediates a series of metabolic adaptations
compatible with aging retardation: (1) Increased stress resistance
by regulating the tumor protein p53 and the forkhead box O gene
(FOXO); (2) inhibition of lipogenesis and regulation of mitochon-
drial function and glucose homeostasis [53]. Importantly, the
beneficial effects of SirT1 are mediated through directly deacety-
lating target proteins, such as stress-dependent transcription
factors (FOXO, NF-kB, p53), transcription factors involved in regu-
lation of metabolism, including liver X receptor (LXR), glucocorti-
coid receptor (GR), peroxisome proliferator activated receptor
gamma coactivator 1 alpha (PGC1a) and liver kinase B1 (LKB1), or
cell growth-proliferation Target of rapamycin (TOR) [149—153]. On
the other hand, SirT1 regulates multiple functions through coor-
dination of heterochromatin formation deacetylation of H4K16Ac
and H3K9Ac residues [124].

To finish, given the promising role of sirtuins (or at least SirT1 in
mammals) in mediating lifespan, the search for activators of sir-
tuins has been a very active field. In this regard, a component of
grape and red wine, resveratrol, has been shown to be a potent
activator of SirT1 in vitro and in vivo [55,142]. Although it is not
completely clear whether the effects of resveratrol in vivo are SirT1-
dependent or independent, its identification opens the possibility
of searching for molecules in the diet that might mimic, in part, the
beneficial effects of CR. Accordingly, two chemical activators of
SirT1 (SRT1720 and SRT2183) have protective effects against age-
related effects on metabolic dysfunction [154].

4. HOW do nutrients modify the epigenome? MECHANISMS

So far, along this review we have described that nutrition may
induce epigenetic modifications in mammals. But, how do dietary
components bring about epigenetic modifications? This question is
visually depicted by the black box in the Fig. 3A. Over the last few
years, the molecular mechanisms that translate nutritional varia-
tion into epigenetic modifications have started to emerge. We will
describe the main findings below.

4.1. Nutrition factors and DNA methylation

There are now moulting evidences supporting that nutrients
may modify the pattern of DNA methylation, either at the global
scale or at locus-specific sites (Table 1). It has been proposed that
nutrition influences patterns of DNA methylation in three possible
ways (Fig. 4A,B): First, by providing directly the substrates neces-
sary for proper DNA methylation. Second, by providing the co-
factors that modulate the enzymatic activity of DNA methyl-
transferases (DNMTs) which catalyze the incorporation of methyl-
groups into DNA. Three, by altering the activity of the enzymes
that regulate the methionine cycle (also known as one-carbon
cycle) which in turn provide the bioavailability of methyl-groups.
Obviously, all 3 mechanisms are not mutually incompatible and
may operate together in time. Evidence that supports these three
mechanisms is reviewed in more detail below.

4.1.1. Methyl-donors from diet
S-Adenosyl-methionine (SAM) is the universal methyl-donor for
methyltransferases, including both DNA methyltransferases and

protein methyltransferases [155] (Fig. 4A). SAM is synthesized in
the methionine cycle from several precursors present in the diet,
including methionine, folate, choline, betaine and vitamins B2, B6
and B12 (Fig. 4B) (reviewed in [12,56]). All of them enter at different
sites in the methionine pathway and contribute to the net synthesis
of SAM. Therefore, it has been proposed that reduced availability of
methyl donors will result in low SAM synthesis and global DNA
hypomethylation. Conversely, increased availability of methyl
donors will result in the opposite effect.

Accordingly, it has been shown that diets deficient in methyl
donors (no folate, no choline and very low methionine) result in
global DNA hypomethylation in rodents [156,157,190—192]. Like-
wise, low protein diets may result in reduced availability of the
methionine precursor homocysteine and lead to DNA hypo-
methylation [158]. Conversely, maternal diet supplemented with
methyl donors increases DNA methylation in specific loci
[99,100,159,194]. Whether high methyl-donor intake also results in
global DNA hypermethylation remains as yet undetermined.

Although the previous data support the idea that changes in
DNA methylation are mediated, in part, through the provision of
methyl-donors from diet, recent studies have pointed out to a more
complex scenario: First, global methylation profiling, by means of
specific microarrays, has shown that, in mice, low protein or 50%
global malnutrition during gestation leads to both hyper-
methylation and hypomethylation at specific loci in the offspring
[27] (Martinez and Jimenez—Chillaron, unpublished data). Also,
human studies have shown that exposure to maternal folic acid
supplementation before or during pregnancy decreased methyla-
tion levels at the differential methylation region of H19, which is
a negative regulator of IGF2 [195]. Likewise, in utero undernutrition
in humans resulted in both hypo- and hyper-methylation of
different specific loci [101-103]. Although it is not reported
whether the amount of methionine (and methyl-donors) is reduced
in these specific studies, it is commonly accepted that maternal
undernutrition correlates with reduced methyl-donor availability.
Thus, an accurate measurement of these precursors will be
extremely helpful to understand the role of methyl-donors on the
establishment of methyl-DNA. In sum, these and other forthcoming
articles point out that there is not a simple correlation between
methyl donor concentration and DNA methylation. Hence, other
mechanisms might contribute, together with the availability of
methyl donors, to set patterns of DNA methylation in cells.

4.1.2. DNMT activity

DNA methyltransferases require SAM as a cofactor for their full
activation (Fig. 4B). As we have outlined in the previous section,
methyl donors from the diet may contribute to modulate DNMT
activity by changing the intracellular concentration of SAM. In
addition, dietary polyphenols, such as epigallocatechin 3-gallate
(EGCG), found in green tea, or genistein, present in soybean, are
able to inhibit DNMT, at least in vitro [160]. Genistein may also
influence DNA methylation in vivo, at least in mice [95,161,193].
Importantly, in one study the authors confirm that genistein does
not seem to exert its effects on DNA methylation through the one-
carbon cycle because both SAM and S-adenosyl-homocysteine
concentrations remained unaltered [161].

The clinical interest that arises from these types of studies is that
it is potentially feasible to modulate patterns of DNA methylation
by increasing the availability of polyphenols through dietary
supplementation. It is questioned, though, whether consumption of
these polyphenols from beverages and diets may have any effect on
DNA methylation in humans, because they are present at a very low
concentrations in a normal diet [162]. As yet, experimental data is
lacking to show that this type of supplementation will influence
DNA methylation with no side undesired toxic effects. Therefore,
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more studies are needed in order to fully establish its viability as
a dietary supplement with therapeutic effects.

4.1.3. Activity of enzymes from the methionine cycle

Vitamins B6 and B12 are cofactors involved in the regulation of
the catalytic activity of enzymes from the folate cycle, thus deter-
mining SAM bioavailability (Fig. 4A,B). Specifically, vitamin B6
regulates the activity of serine hydroxymethyl-transferase (SHMT)
favoring the conversion of folic acid into 5,10-methylene THF.
Vitamin B12 is a cofactor of the 5-methyltetrahydrofolate-homo-
cysteine methyltransferse (MTR) that catalyzes the conversion of
homocysteine (Hcy) into methionine, the direct precursor of SAM.
Therefore, bioavailability of these cofactors may influence DNA
methylation by modifying the activity of the one-carbon cycle and
the production of SAM [12].

Thus, it is conceivable that supplementing diets with these
vitamins will contribute to the maintenance or establishment of
DNA methyl marks. An indirect proof of principle is provided by the
effects induced by excessive ethanol consumption: High ethanol
consumption inhibits the availability of vitamins B6 and B12, thus
interfering with the production of SAM and appropriate DNA
methylation, through the folate/methionine cycles [163].

4.2. Nutrition factors and histone modifications

Histones may undergo a series of post-translational modifica-
tions, including methylation, acetylation, SUMOylation, bio-
tinylation, phosphorylation, ubiquitination, or ADP ribosylation,
which alter their activity and, therefore, chromatin states
(reviewed elsewhere in this special issue of Biochimie). There is
evidence supporting that nutritional factors may influence some
histone modifications.

4.2.1. Nutrition and histone methylation

We have described multiple examples where nutrition changes
patterns of histone methylation (Table 2). Similar to their role in
DNA methylation described in the previous Section 4.1, dietary
methyl donors may contribute to change patterns of histone
methylation through the provision of SAM, produced through the
one-carbon cycle (Fig. 4A,B).

Histone methylation is a function of the opposing activities of
histone methyltransferases (HMTs) and histone demethylases
(HDMs). SAM is a cofactor necessary to fully activate HMTs (Fig. 4B).
Therefore, dietary methyl donors may modulate levels of histone
methylation through the regulation of HMT activity. On the other
hand, the activity of histone demethylases may be modulated by
metabolic cofactors produced during the metabolism of high-energy
nutrients (carbohydrates, proteins or fat). There are two types of
HDMs: The LSD1-containing domain demethylases and the
JumomjiC (JmjC) domain containing demethylases [162]. Each type
of HDM requires a different coenzyme: the LSD1-containing domain
HDM uses flavin adenine dinucelotide (FAD) as a cofactor, whereas
the JmjC-containing domain HDM requires a-ketoglutarate (a-KG)
[164,165]. Therefore, as we will discuss later, it is proposed that
extracellular nutrient availability will influence histone methylation
through metabolism of energy-containing molecules and produc-
tion of these coenzymes [162]. Nevertheless, a formal demonstration
of this hypothesis is as yet lacking and it is unknown whether
extracellular nutrient availability will truly change pattern of histone
methylation through this proposed mechanism.

4.2.2. Nutrition and histone acetylation

Histone acetylation depends on the opposing activities of
histone deacetylases (HDAC) and histone acetyl-transferases (HAT).
Many studies show that several nutrients are able to modify the
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activity of Histone Deacetylases (HDAC) (Table 2). There exist three
classes of histone deacetylases (I, II, III). Classes I and Il HDAC are
inhibited by short-chain carboxylic acids and polyphenols, whereas
Class IlII HDACs, also known as sirtuins, require nicotinamide
adenine dinucelotide (NAD™) as a cofactor.

4.2.2.1. HDAC I and II. 1t is long-known that butyrate, a short-chain
carboxylic acid (C4) produced by bacterial carbohydrate fermen-
tation in the intestinal lumen, is a potent inhibitor of Classes I and
Il HDAC, thus leading to histone hyperacetylation in vitro and
in vivo [166—168]. A series of studies have linked the production of
intestinal butyrate with transcriptional regulation mediated by
changes in histone acetylation and colon cancer risk. Whether this
also applies for metabolic dysfunction is still controversial and
needs further evaluation. It has been proposed that diet compo-
sition will result in different concentration of butyrate that will
lead to a gradient of histone acetylation. This mechanism may
theoretically link nutrition, the bacterial flora and epigenetic
regulation.

To note, butyrate is not the only fatty acid in mediating changes
in histone acetylation: Indeed, acetate (C2), propionate (C3),
valerate (C5) and caproate (C6) may also induce hyperacetylation of
histones, but to a lesser extent than butyrate (C4) [167]. In addition
to carboxylic acids, other dietary compounds, including iso-
thiocyanates and allyl sulfides present in cruciferous plants and
garlic respectively, may modulate histone acetylation, through
modulation of HDAC and/or HAT activities [169,170].

4.2.2.2. HDAC III (sirtuins). Special attention has recently been
received by the Class Il of histone deacetylases, also known as
sirtuins because they can mediate, in part, the beneficial effects of
caloric restriction on lifespan [123,171]. The role of nutritional
regulation on Class IIl HDAC has been recently reviewed [55]. Sir-
tuins use NAD" as cofactor to deacetylate target proteins [172],
which is synthesized from amino acids. Thus, hypercaloric diets
give rise to a low NAD"/NADH ratio and, consequently, low sirtuin
activity. Conversely, caloric restriction results in a high NAD™/NADH
ratio, thus increasing sirtuin 1 activity. Therefore, it has been
proposed that sirtuins can mediate nutritional-dependent chro-
matin states, through its capacity to sense cellular energy state,
based on the NAD/NADH ratio [124].

To finish, natural dietary polyphenols may influence histone
acetylation through modulating the activity of HDAC or HAT. Thus,
it has been shown that SirT1 activity may be modulated by a natural
polyphenol, resveratrol, that is particularly abundant in red grapes
(and red wine) [173]. Likewise, dietary polyphenols from green tea
may act as histone acetyl transferases inhibitors (HAT) [174—176].
Given this relationship it is tempting to suggest that dietary
compounds may influence, at least in part, gene expression through
modulation of HDAC-HAT activity and resulting in histone hyper- or
hypo-acetylation.

4.2.3. Nutrition and other histone modifications

At this point it is not known whether dietary factors may
influence other histone marks. It is plausible through, that this
might be the case given the fact that nutrients have a wide range of
implications in the cell. Nevertheless, the impact of specific dietary
components on histone modifications other than methylation or
acetylation, thus influencing gene expression and phenotype,
remains to be fully characterized.

4.3. Nutrition factors and non-coding RNAs

Recently, non-coding RNAs have extended the list of molecular
mechanisms with epigenetic regulatory potential [11]. One of the
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most widely studied non-coding RNA is the microRNA (miRNA). As
reviewed in this special issue of Biochimie, miRNAs are a large
family of small non-coding RNAs (20—22 nucleotides long). They
can regulate expression of up to 30% of the human genome,
primarily through post-transcriptional targeting of mRNA. Recent
evidences support that a wide range of nutrients, including fat
feeding, protein, alcohol, vitamin E, hormones and a number of
polyphenols may alter expression of specific miRNAs
[177—-183,202—205] (Table 3).

Specifically, maternal high fat feeding during gestation and
lactation changed the expression of 23 miRNAs in liver from the
offspring [177]. Likewise, maternal exposure to ethanol also
changed the expression of several miRNAs in the fetal brain from
the offspring [178]. At this point, it remains undetermined whether
these altered patterns of miRNA expression contribute to increase
adult disease risk. Given its wide regulatory capacity it is highly
plausible that some of the altered miRNAs may contribute to the
development of unhealthy phenotypes later in life.

Likewise, adult Dietary Transitions also contribute to alter either
global or specific expression of miRNAs. Thus, supplementing
linoleic acid for 4—9 weeks to high fat fed mice changed the
expression of lipid/obesity specific miRNAs in white adipose tissue
(miR-103, —107) [179]. On the other hand, polyphenols from
yaupon holly leaves, such as quercetin, down-regulated the pro-
inflammatory miR-155 in mouse macrophages [180]. In addition,
vitamin E deficiency in rats (6 months) caused a down-regulation of
miR-122a and miR-125b, which contribute to regulate lipid
metabolism and inflammation, respectively [181].

At the molecular level, it is not well characterized the way
nutrition modulates miRNA abundance. But it is proposed that it
can be achieved through transcriptional regulation, via RNA-Pol II,
in a similar fashion than mRNAs [179].

4.4. Nutrition: physiological and pharmacological regulation of the
epigenome

In this section we will discuss how dietary nutritional factors on
one hand and non-nutrient dietary compounds on the other one

Macronutrients

might have clinical relevance. Nutritional factors may play a role as
physiological regulators of the epigenome whereas non-nutrients
might be relevant as pharmacological modulators of the epi-
genome (Fig. 5).

4.4.1. Dietary nutritional factors: physiological regulation of the
epigenome

Nutrients can be subdivided arbitrarily into two categories:
macronutrients and micronutrients. Macronutrients include
carbohydrates, protein and fat. Macronutrients are metabolized in
the cell, giving rise to a number of intracellular signals, including
SAM, FAD, a-ketoglutarate or NAD™, that, in turn, influence the
establishment of epigenetic marks (DNA methylation, histone
methylation and histone acetylation) (Fig. 3B). Therefore, these
cofactors can be considered as intracellular signals that convey
extracellular nutritional status into epigenetically-derived meta-
bolic responses (phenotypic variation).

It has been recently proposed that ATP might be a potential
signal that integrates the energy contained in high-energy macro-
nutrients [162] onto the biosynthesis of these specific coenzymes
SAM, FAD and a-KG (Figs. 3C, 4C and 5). Specifically, ATP is required
for the activity of the enzyme S-adenosyl methionine transferase
(MAT), which in turn converts methionine into SAM. Likewise, FAD,
required for the LSD1-containing domain histone demethylases,
depends on ATP for it synthesis. a-ketoglutarate, the coenzyme for
the JmjC class of HDMs, is produced in the TCA cycle from gluta-
mate, through the catalytic action of a-ketoglutarate dehydroge-
nase (2-KGDH). Strikingly, ATP regulates levels of a-ketoglutarate
through inhibition of ¢-KGDH activity. To finish, intracellular NAD™
level also fluctuate in response to extracellular macronutrient
availability. During periods of feast ATP/ADP ratios are high and
there is net conversion of NAD to NADH (and low sirtuin activation).
In contrast, during fasting, or periods of caloric restriction, intra-
cellular concentrations of NAD are high and consequently increased
sirtuin activity [55]. In sum, ATP might be a common link between
nutrition (i.e. the energetic state of the cell) and the generation of
the multiple second-messengers that induce physiological appro-
priate epigenetic adaptations to intracellular energetic conditions.

Diet

Non-nutrients

Carbohydrates, fat, protein

Methyl donors

Methionine
Folate
Choline
Betaine
Vitamins B2, B6, B12

Histone DNA and histone
acetylation methylation
(Class Il

Fig. 5. Epigenetic modifications mediated by dietary compounds

Polyphenols
Short-chain FFAs Genistein
Acetate (C2) Curcumin
Propionate (C3) Zebularine
Butyrate (C4) Resveratrol
Valeroic (C5) Isothiocyanates
Caproate (C6) Allyl sulfides
Etc.

DNA and histone
methylation, acetylation

Histone
acetylation
(Classes | and Il)

ncRNAs

: micronutrients, macronutrients and non-nutritional dietary factors.
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In the context of this review, we have included the group methyl
donors in the class of micronutrients because they are present at
a very low concentration in a regular diet. Methyl donors are
metabolized through the folate and methionine cycles in order to
produce SAM. To note, SAM production through the one-carbon
cycle requires ATP. So, although methyl donors may influence
SAM content in a substrate concentration-dependent manner, ATP
(possibly produced from macronutrient metabolism) is also
required in order to provide SAM for DNA and protein methylation.
This suggests that micronutrients (or at least methyl donors) at
physiological levels do not largely influence the epigenome if
additional signals from diet (ATP) are missing. Whether super-
physiological pharmacological doses may induce epigenetic
modifications independently from ATP (or any other dietary-
derived signal) clearly needs further investigation.

4.4.2. Dietary non-nutritional factors: “pharmacological”
regulation of the epigenome

Non-nutrient (i.e. non-metabolized) dietary factors may also
induce changes in the epigenome (Fig. 5). The main difference
with nutrients is that they do not require its own metabolism/
oxidation to generate additional signals and messengers that can
indeed modify epigenetic marks. Therefore, its influence on the
epigenome will largely depend on its bioavailability characterized
by its extracellular concentration, its transport into cells and
stability.

Despite moulting proof to support that these dietary factors,
primarily polyphenols, may induce epigenetic modifications, the
question is whether they are physiologically relevant in humans on
a normal diet. Generally, these non-nutrient dietary factors are
present at very low concentrations and, although may potentially
influence the epigenome, their relevance might be limited. In
contrast, diets deficient in one or more polyphenols or diets and
beverages containing them at pharmacologic levels might have an
impact on the epigenome. Nevertheless, more studies are currently
needed in order to fully establish their relevance on health and
disease.

To conclude, diet can remodel chromatin as a function of (1)
intracellular energy status and (2) bioavailability of non-nutrient
dietary coenzymes.

This distinction leads to the following implications: first,
nutrients (both micro- and macro-nutrients) are the main meta-
bolic substrates that influence the epigenome. Therefore, nutri-
tional imbalances, specially occurring during sensitive periods of
growth or during chronic Dietary Transitions, may permanently
change patterns of gene expression through modifying the epi-
genome. Second, non-nutrient dietary factors, when present in
physiological concentrations, should not largely influence the
establishment of epigenetic marks. In contrast, diets deficient in
one or more polyphenols or at pharmacologic levels might have an
impact. This point is of great relevance because it opens a window
for the development of pharmacological or nutritional interven-
tions aimed to modify metabolic phenotypes by influencing, at
least in part, the epigenome.

5. Final considerations: WHY does nutrition regulate gene
expression through epigenetic mechanisms?

The aforementioned studies convincingly show that nutrition
during critical periods of development induces epigenetic changes
in a variety of organs and thus permanently influences the physi-
ology of the individual. Similarly, long-term dietary interventions
(Dietary Transitions) can induce epigenetic changes at least in
animal models. Therefore, it is not under debate that nutrition is
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influencing the epigenome, but why. In this section, we note the
questions that we believe need to be addressed urgently.

In this regard, it has been proposed that the nutritionally-
derived epigenetic changes induced during the perinatal develop-
ment in mammals may be a preparation for the environment-to-
be-expected. This is now discussed as the Predictive Adaptive
Response Hypothesis [30,31,184]. It states that developing indi-
viduals sense their environment as a prediction of the environ-
mental conditions that a foetus/neonate will eventually encounter
during adulthood. Thus, such developing individual will adopt
physiological and anatomical modifications that will be advanta-
geous in a predicted environmental condition. The epigenome is
the substrate where the environment may induce such long-term
permanent changes. Thus, the fetal/neonatal epigenome is modi-
fied as a reaction to maternal environment to prepare the offspring
for future environmental clues after birth and therefore increase its
evolutionary fitness. Although this hypothesis is compelling for the
survival of small, short lived mammals, its significance in humans
needs further debate.

Accordingly, we note that, until now, it is not clear whether
epigenetic modifications upon maternal malnutrition are a patho-
logical side effect of the shortage in nutrients, or a coordinated
response to environmental challenges. It has been proposed that the
former is true, mainly based on the fact that maternal undernutrition
in animal studies led to hypomethylation of several gene promoters
[59]. However, untargeted genome-wide studies have shown that
the number of hypermethylated genes under these conditions is
comparable to that of hypomethylated genes [27,87,88]. Moreover,
pioneering studies on protein restriction have even shown global
hypermethylation [67]. Similarly, also the Dutch Famine studies
revealed both hypo- and hypermethylated loci in individuals peri-
natally undernourished [103]. This together, points to a directed
response rather than a simple shortage of methyl donors.

5.1. Final considerations

So far, the DOHaD ideas are merely of academic value, but they
might have a strong practical impact in the near future. Many of the
epigenetic modifications induced by nutrition can be assessed in
peripheral blood, as exemplified by the Dutch Famine data
[102,103]. Therefore, they may be useful as additional biomarkers to
retrospectively determine nutrient deficiency and prospectively to
define individuals at risk for metabolic diseases. This is linked to
a potential application of nutrients as epigenetic modifiers: oppo-
site to the fetal situation, the newborn is easily reachable by
nutritional manipulations. This means that early (baby) nutrition
may in future be used to epigenetically program an individual
which is less susceptible to chronic disease at adult age. This could
even be combined with the aforementioned use of epigenetic
biomarkers. However, this use clearly needs not only further
scientific but also ethical consideration which goes far beyond the
focus of this review.

More and more studies now focus on the influence of the gut
microbiota for human health, especially with regards to the
development of obesity. It has been demonstrated in mouse models
that germ-free mice consume more food but accumulate less body
fat than conventional, non-germ free mice [185]. Colonization of
germ-free mice by conventional murine bacterial flora induces
hepatic lipogenesis in the host. Moreover, germ-free mice are
protected from high-fat diet induced obesity. Lastly, it has been
demonstrated that the colonic flora of obese mice (ob/ob) varies
from that of lean control mice; when transferred to germ-free mice,
the recipients of the ob/ob-derived flora showed a significantly
higher fat gain [186]. Interestingly, the bacterial flora produces
large quantities of specific metabolites. It has been proposed that
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these metabolites directly influence gene expression in the host
and, hence, influence metabolic rates [187,188]. It is important to
note that these substances include several epigenetic modifiers
(folate, butyrate) which in large quantities reach the intestinal
epithelium, epithelial stem cells and, via the portal system, the
liver. The epigenetic properties of folate and butyrate have exten-
sively been discussed above. In our opinion future research needs to
investigate to what extend these bacterial metabolites influence
the epigenome of the host.

In summary, it has been known for a long time that the
composition of the diet, and adequate amount, are a pre-requisite
for a healthy life. Charles Dickens, with whom we started this
review, already knew about healthy infant nutrition. Data from the
last two decades now prove that this needs to be extended to even
the fetal period. Thus the old saying you are what you eat is too
simple and we should start considering that in addition you are
what your parents ate.
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