| Facultad de
Medicina

Universidad Catélica de la Santisima Concepcién

UNIVERSIDAD CATOLICA DE LA SANTISIMA CONCEPCION

FACULTAD DE MEDICINA

Efectos de la dieta materna alta en grasa en el desarrollo de la corteza cerebral
POR

Ramén Carrazana Escalona

Tutor: Dr. Ariel Avila
Co- Tutora: Dra. Lorena Mardones
Evaluador externo: Dr. Carlos Escudero

Evaluador interno: Dr. Felipe Albarran

2024

Concepcidn, Chile



Acta de tesis

Dr. Ariel Avila
Tutor
Universidad Catdlica de la Santisima Concepcion (UCSC)

Dra. Lorena Mardones
Co- Tutora
Universidad Cat6lica de la Santisima Concepcion (UCSC)

Dr. Carlos Escudero
Evaluador externo
Universidad del Biobio (UBB)

Dr. Felipe Albarran
Evaluador interno
Universidad Cat6lica de la Santisima Concepcion (UCSC)



Resumen.

Introduccién: La obesidad es un problema de salud mundial que afecta la vida humana desde el Gtero. Las
consecuencias del desarrollo neurolégico para un hijo de madre obesa pueden incluir trastornos alimentarios,
alteraciones del comportamiento y problemas de aprendizaje. En este trabajo se evaluaron en detalle los eventos
celulares que ocurren durante las primeras etapas del desarrollo de la corteza cerebral en respuesta a una dieta
materna rica en grasas (mHFD, por sus siglas en inglés). Objetivo general: Analizar las consecuencias de un
tratamiento agudo y crénico con una mHFD para el desarrollo de la corteza cerebral embrionaria. Material y
métodos: Se expusieron ratones hembra C57/BL6 a mHFD o a una dieta de control durante tres periodos: 15
dias desde la concepcién (exposicion corta), desde 1 mes antes de la concepcién hasta el dia embrionario 15
(E15, exposicidn prolongada) o 10 semanas antes de la concepcion hasta E15 (exposicion crénica). Se realizé
inmunohistoquimica en E13 y E15 para analizar la dindmica de las células progenitoras y la neurogénesis en la
corteza cerebral, y en P14 para evaluar el resultado del proceso. Las células se contaron utilizando CellProfiler
en el plano mas brillante a lo largo de la pila Z. Resultados: La exposicién a mHFD caus6 una disminucion de
progenitores intermedios (IP) en E13 en ambos sexos, con una reduccion de neuronas recién generadas (NN)
en los machos. En E15, las NN también disminuyeron en las hembras, junto con un defecto mayor en la
neurogénesis. A nivel posnatal (P14), se observd una disminucion en las neuronas excitadoras TBR1+ y
SATB2+ en la corteza. La exposicion prolongada (1 mes) a mHFD tuvo efectos mas pronunciados,
disminuyendo tanto los progenitores apicales como los IP en hembras. La exposicion cronica (10 semanas antes
de la concepcidn) afecté a ambos sexos, reduciendo las células TBR1+. Ademas, se observé una disminucion
de interneuronas somatostatina (SST) en ambos sexos y un aumento de interneuronas parvalbimina (PV).
Discusion: Este estudio demuestra que lamHFD altera el desarrollo de la corteza cerebral embrionaria al afectar
la dindmica de las células progenitoras y la generacién de interneuronas, lo que conduce a una estructura celular
cortical anormal dos semanas después del nacimiento. La exposicion previa a mHFD antes del embarazo tiene
efectos adicionales. Conclusion: La mHFD altera la neurogénesis en la descendencia de forma diferencial

segln el sexo y el tiempo de exposicién, afectando tanto a las neuronas excitadoras como a las interneuronas.

Palabras claves: neurogeénesis, dieta materna alta en grasa, corteza cerebral.



Abstract.

Introduction: Obesity is a global health problem that affects human life from the womb. The
neurodevelopmental consequences for a child of an obese mother may include eating disorders, behavioral
alterations, and learning problems. In this study, we detailed the cellular events occurring during the initial
stages of cortical development in response to a maternal high-fat diet (mHFD). General Objective: To analyze
the consequences of acute and chronic treatment with mHFD on the development of the embryonic cerebral
cortex. Methods: C57/BL6 female mice were exposed to mHFD or a control diet during three periods: 15 days
from conception (short exposure), from 1 month before conception to embryonic day 15 (E15, prolonged
exposure), or 10 weeks before conception to E15 (chronic exposure). Immunohistochemistry was performed on
E13 and E15 to analyze progenitor cell dynamics and neurogenesis in the cerebral cortex, and at P14 to evaluate
the outcome of the process. Cells were counted using CellProfiler on the brightest plane along the Z-stack.
Results: Exposure to mHFD caused a decrease in intermediate progenitors (IP) on E13 in both sexes, with a
reduction in newly generated neurons (NN) in males. By E15, NN also decreased in females, along with a
greater defect in neurogenesis. At postnatal day 14 (P14), a decrease in TBR1+ and SATB2+ excitatory neurons
was observed in the cortex. Prolonged exposure (1 month) to mHFD had more pronounced effects, decreasing
both apical progenitors and IP in females. Chronic exposure (10 weeks before conception) affected both sexes,
reducing TBR1+ cells. Additionally, a decrease in somatostatin (SST) interneurons and an increase in
parvalbumin (PV) interneurons were observed in both sexes. Discussion: This study demonstrates that mHFD
alters the development of the embryonic cerebral cortex by affecting progenitor cell dynamics and interneuron
generation, leading to an abnormal cortical cellular structure two weeks after birth. Prior exposure to mHFD
before pregnancy has additional effects. Conclusion: mHFD alters neurogenesis in the offspring in a sex- and

exposure time-dependent manner, affecting both excitatory neurons and interneurons.
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Introduccion

Obesidad

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad mundial se ha triplicado desde 1975. En 2016,
més de 1.9 mil millones de adultos tenian sobrepeso, de los cuales, mas de 650 millones eran obesos (Obesity
and Overweight, s. f.). Esta tendencia ascendente es alarmante y refleja un problema de salud publica que
transcurre a través de las fronteras nacionales y culturales. En el afio 2000 la Organizacién Mundial de la Salud
declaré a la obesidad como una epidemia global («Obesity», 2000). A pesar del esfuerzo realizado, la
prevalencia de la obesidad y el sobrepeso en la poblacion mundial no ha hecho mas que seguir aumentando de
forma sostenida. A nivel mundial la proporcién de adultos con indice de masa corporal (IMC) de 25 kg/m2 o
maés se incrementd entre 1980 y 2013 desde 28,8% a 36,9% en hombres y de 29,8% a 38,0% en mujeres (Ng
et al., 2014). Aunque existe un incremento en la prevalencia de la obesidad a nivel mundial, la prevalencia se
distribuye desigualmente entre las distintas regiones del globo. La prevalencia de la obesidad se ha mantenido
estable en los paises con mayores ingresos, aunque ninguno ha podido reducirla, mientras los paises con un
incremento dramatico del sobrepeso y obesidad se concentran en el sudeste asiatico, Latinoamérica y el Caribe,

paises mayoritariamente en vias de desarrollo.

Por su parte, Chile lidera en el ranking de obesidad segiin OCDE. Asi mismo, la encuesta nacional de salud del
2016-2017 declar6 que el 74,2% de los mayores de 15 afios presentan una malnutricidn por exceso,
observandose en los dltimos 13 afios un aumento de alrededor de 4 kilos en los hombres y 4,3 kilos en las
mujeres (Ministerio de Salud, 2018). Estas cifras estdn en concordancia con lo observado en la encuesta de
consumo alimentario en Chile del afio 2010, en la cual solo el 5,9% de la poblacién cumple con el indice de
alimentacion saludable (ENCUESTA DE CONSUMO ALIMENTARIO EN CHILE (ENCA), s. f.). Este problema
no solo afecta a ambos sexos, sino también a todas las edades (NCD Risk Factor Collaboration (NCD-RisC),
2017). Modelos de regresion lineal predicen que para el 2030 el 51% de la poblacion mundial seré obesa, y un
41% presentara una obesidad severa, esto constituye un incremento del 33% de la obesidad y de un 130% de la
obesidad severa para el 2030 (Finkelstein et al., 2012). La epidemia de obesidad se atribuye al ambiente
obesogénico moderno donde existe un aumento de la ingesta sumado a una tendencia al sedentarismo de las
personas; resulta en un balance positivo para el aumento de peso (Kirk et al., 2010; Swinburn et al., 1999). El
perfil de obesidad en Chile es el resultado de multiples factores, similares a las tendencias globales. En primer
lugar, es importante considerar la predisposicién genética a la obesidad. Aunque este aspecto no es especifico
de Chile, estudios genéticos han demostrado que ciertas variantes en el ADN pueden aumentar la susceptibilidad
de una persona a acumular grasa corporal. Se menciona que las variantes en genes como el FTO estéa relacionado
con el exceso de peso en la poblacion pediatrica de chilenos amerindios (Riffo et al., 2012). El estilo de vida,
especialmente la dietay la actividad fisica, constituye un segundo factor crucial en la prevalencia de la obesidad
en Chile. El pais ha atravesado una significativa transicion nutricional caracterizada por un aumento en el

consumo de alimentos procesados y bebidas azucaradas, al tiempo que se ha observado una reduccion en la



ingesta de productos frescos y nutritivos. Un informe de la FAO destaca que Chile figura entre los paises con
el mayor consumo per capita de bebidas azucaradas en América Latina. Adicionalmente, la Encuesta Nacional
de Salud 2016-2017 revelé que solo un 15% de la poblacién adulta cumple con las recomendaciones de
actividad fisica semanal, factor que contribuye de manera significativa a las elevadas tasas de sobrepeso y
obesidad en la nacidn. En este contexto, se ha registrado un incremento notable en el consumo de comidas
rapidas y bebidas azucaradas, fenémeno influenciado por la globalizacién y la adopcion de dietas
occidentalizadas. Investigaciones recientes correlacionan directamente el consumo de estos productos con un
incremento en las tasas de obesidad entre la poblacién chilena (Corvalan et al., 2013). El entorno social y
econémico también juega un papel crucial en la predisposicion a la obesidad. Existen desigualdades
significativas en la prevalencia de obesidad en diferentes grupos socioeconémicos en Chile. Segun la Encuesta
Nacional de Salud, la prevalencia de obesidad es mayor en grupos con menor nivel educativo y en hogares con
ingresos mas bajos. Estos datos indican que el acceso limitado a alimentos saludables y oportunidades de
actividad fisica en comunidades de bajos ingresos puede aumentar el riesgo de obesidad. Ademas, la
urbanizacion ha impactado en los patrones de vida que predisponen a la obesidad. Las areas urbanas tienden a
promover estilos de vida sedentarios y un mayor acceso a alimentos caléricos y de bajo valor nutritivo. Un
estudio sobre el impacto de la urbanizacién en la salud en América Latina sefiala que las ciudades chilenas,
como Santiago, exhiben tasas mas altas de obesidad en comparacion con zonas menos urbanizadas del pais
(Vésquez et al., 2017). La urbanizacién y el aumento del transporte motorizado han reducido significativamente
los niveles de actividad fisica. La Encuesta Nacional de Salud también destaco que més del 80% de la poblacion
chilena es sedentaria (Ministerio de Salud de Chile, 2017). En respuesta a estos desafios, el gobierno chileno
ha implementado politicas publicas para combatir la obesidad. Un ejemplo notable es la Ley de Etiquetado y
Publicidad de Alimentos, que exige etiquetas de advertencia en alimentos altos en calorias, azlcares, sodio y
grasas saturadas. Ademas, se han promovido programas para aumentar la actividad fisica en las escuelas y
comunidades. Estudios en humanos concluyeron que una dieta con més del 30% de la energia proveniente de
las grasas puede facilmente provocar obesidad (Bray & Popkin, 1998). Similares resultados se han encontrado
en diversos modelos murinos. Tanto en ratas como ratones, se ha encontrado una correlacion positiva entre los

niveles de grasa en la dieta y el incremento en la ganancia de peso (Hariri & Thibault, 2010).

Obesidad y embarazo

La malnutricién por exceso durante la gestacion es especialmente problematica porque la obesidad materna o
sobre nutricion es uno de los factores que contribuye a un mal desarrollo y resultado del embarazo, afectando
negativamente al crecimiento embrionario y fetal, que también puede tener consecuencias duraderas en la salud
del recién nacido. En los ultimos afios se ha resaltado la importancia de la relacion entre el ambiente intrauterino,
asi como el desarrollo fetal y perinatal, con el mayor riesgo de padecer enfermedades metabdlicas en la edad
adulta. Un estudio publicado en 2018 analiz6 la prevalencia de obesidad y el sobrepeso en mujeres embarazadas
entre los afios 2005 y 2014 en el mundo. Este estudio estimé que en el afio 2014 existian 38,9 millones de
embarazadas con sobrepeso y obesidad. Ademas, los autores mostraron que el sobrepeso y la obesidad durante

el embarazo se ha incrementado en paises con ingresos medio y alto (C. Chen et al., 2018). La obesidad durante
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el embarazo se asocia con resultados clinicos desfavorables tanto para la madre como para el hijo. No solo la
probabilidad de embarazarse se reduce linealmente a partir de un IMC superior a 29 kg/m2, sino que los riesgos
asociados a la obesidad durante el embarazo estan también linealmente asociados con el IMC (Stubert et al.,
2018). La obesidad materna es un factor de riesgo para el desarrollo de diabetes gestacional y los trastornos
hipertensivos gestacionales, ademas de estar asociados con un riesgo incrementado de obesidad en la

descendencia (Heslehurst et al., 2019).

En cuanto a los efectos de la obesidad para la descendencia, se ha sugerido que el incremento del peso observado
en la descendencia de mujeres obesas esta asociado con hiperfagia anterior a la ganancia de peso, lo que
implicaria una desregulacion central de la homeostasis energética, sefialando al hipotdlamo como una de sus
posibles causas (Dearden et al., 2020; Dearden & Ozanne, 2015). Los hallazgos encontrados por Dearden et al
sefialan que la obesidad materna altera la firma molecular del hipotalamo en desarrollo. Asociando esto con una
interrupcion del crecimiento y desarrollo de los neuro progenitores del hipotdlamo. Fetos de madres obesas
mostraron ademas resistencia a la insulina en el hipotalamo, que puede ser la causa de la proliferacion reducida
observada en esta estructura. Ademas, se demostré que la obesidad materna activé la via de sefializacion de la
insulina en el hipotdlamo de la descendencia durante el periodo neonatal, resultando en una neurogénesis
disminuida (Dearden et al., 2020). Asimismo, existe evidencia proveniente de estudios en animales y humanos
que sugieren que la obesidad materna programa a la descendencia hacia la hiperglucemia, diabetes, hipertension
e incluso hacia enfermedades renales (Glastras et al., 2018). No hay mucha informacién sobre cdmo la obesidad
materna, que implica riesgos obstétricos y enfermedades frecuentes como las del sindrome metabdlico, afecta
al neurodesarrollo de la descendencia. Algunos reportes encontrados en la literatura han asociado la obesidad y
el sobrepeso durante el embarazo con trastornos del desarrollo cognitivo, problemas del comportamiento, y
ademas de un riesgo incrementado de obtener ser diagnosticado con una enfermedad psiquiatrica (Rajasilta
et al., 2021; Tong & Kalish, 2021).

Desarrollo de la corteza cerebral

La corteza cerebral es la capa mas externa del cerebro y es responsable de muchas de las funciones cognitivas
superiores, como la percepcion, la atencion, la conciencia, el pensamiento, el lenguaje y la memoria. En ratones,
el desarrollo de la corteza cerebral comienza en el embrion y continGia después del nacimiento. El desarrollo
cortical en ratones se puede dividir en cuatro etapas principales: la neurogénesis, la migracién neuronal, la
diferenciacion neuronal y la sinaptogénesis (Florez et al., 2018). Asi, las células nerviosas se dividen y se sitdan
en la corteza cerebral. Después, estas células nerviosas se enlazan para crear circuitos neuronales complejos
que hacen posibles las funciones cognitivas. El desarrollo de la corteza cerebral en ratones es un proceso
complejo que depende de muchos genes y factores ambientales. El estudio del desarrollo de la corteza cerebral

en ratones puede mejorar nuestro conocimiento del cerebro humano y cémo curar enfermedades neurolégicas.
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La neurogénesis (Figura 1) es el proceso de formacién de nuevas neuronas a partir de células progenitoras. En
el raton, la neurogénesis cortical tiene lugar desde el dia embrionario 9 (E10) hasta el dia postnatal 2 (P2). En
el E9 se produce la expansion de la parte més anterior del tubo neural, que origina dos vesiculas Ilamadas
vesiculas telencefalicas. La mitad dorsal de estas vesiculas, formada por una capa Unica de células madre
neuroepiteliales (NECs), sera el primordio de la corteza cerebral, que dara lugar a la corteza cerebral. Las NECs
extienden 2 procesos desde el nicleo en direccién radial: uno contactando con la superficie apical del
neuroepitelio (la superficie interna de las vesiculas) y la otra contactando con la ldmina basal. Son células muy
polarizadas que se mantienen unidas entre si por uniones adherentes y estrechas a nivel del dominio apical
(Fernandez et al., 2016; Sidman & Rakic, 1973). Después de algunas rondas de division celular y amplificacion,
las NEC pierden uniones celulares mientras conservan las uniones adherentes apicales, y se convierten en
células gliales radiales apicales (aRGC). Las aRGC son el principal tipo de célula progenitora cortical, que se
divide en la superficie apical y se caracterizan por expresar el factor de transcripcidn de caja pareada 6 (PAX6)
y su linaje da lugar a todas neuronas excitadoras corticales (Malatesta et al., 2000). De hecho, la aparicion de
aRGCs marca el inicio de la neurogénesis cortical. Al inicio de la neurogénesis (alrededor del dia embrionario
E11 en ratdn), la mayoria de las divisiones de las aRGC producen aRGC adicionales (autoamplificacion) y, en
una pequefia proporcidn, neuronas. A medida que avanza el desarrollo, la tasa de autoamplificacion de aRGC
disminuye concomitantemente con un aumento en las divisiones asimétricas para generar células progenitoras
secundarias o0 progenitores intermediarios (IP) que expresan el factor de transcipciéon TBR2 y neuronas que
expresan TBR1 (Englund et al., 2005; Sessa et al., 2008). Durante este periodo, las células progenitoras se
localizan en la zona ventricular (VZ) y la zona subventricular (SVZ) del tubo neural (Mira & Morante, 2020).
Mientras las RGCs son las principales responsables de generar las neuronas corticales, los IPs contribuyen a la
expansién de la poblacién neuronal y a la diversidad celular (Arellano et al., 2021). La neurogénesis cortical
se produce de forma secuencial, siguiendo un orden temporal y espacial que determina la identidad y la posicion
de las neuronas corticales. Asi, las primeras neuronas que se generan son las que forman la capa VI, seguidas
por las de la capa V, IV, Il y II, respectivamente. Este orden se conoce como el principio de adentro hacia
afuera, y se debe a que las neuronas mas jévenes migran por encima de las mas viejas para alcanzar su destino
final (Cooper, 2008). La especificacion de las neuronas corticales depende de la expresion de factores de
transcripcion que definen su fenotipo y su funcién. Algunos de estos factores son PAX6, EMX2, COUP-TF1,
FOXG1, TBR1, TBR2, CTIP2, SATB2 Y CUX1, entre otros. Estos factores se regulan por mecanismos
intrinsecos, como el momento de la division celular, el modo de division, el tamafio del dominio de expresién
y las interacciones proteina-proteina, y por mecanismos extrinsecos, como las sefiales morfogenéticas, las
sefiales neurotroficas, las sefiales eléctricas y las sefiales epigenéticas (Studer, 2011). PAX6 es un factor de
transcripcion altamente conservado que contiene dos dominios de unién al ADN, un dominio pareado (PD) y
un homodominio de tipo pareado (HD), y es crucial para el desarrollo del sistema nervioso central (SNC), ojos,
nariz, pancreas y glandula pituitaria. En la corteza cerebral en desarrollo, PAX6 es expresado por las glias
radiales (Osumi et al., 2008). En cambio, TBR2, un factor de transcripcion T-box, se expresa especificamente
en los progenitores intermediarios que derivan de las glias radiales y son consideradas amplificadoras de la

neurogénesis (Hevner, 2019).
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La neurogénesis cortical también se ve influenciada por la simetria y la asimetria de las divisiones celulares,
gue determinan el nimero y el tipo de células hijas que se producen. La simetria se refiere a que las dos células
hijas tienen el mismo destino, mientras que la asimetria se refiere a que las dos células hijas tienen destinos
diferentes (Alvarez-Buylla et al., 2001; Belmonte-Mateos & Pujades, 2022). La fosforilacién de la histona H3
en el residuo de serina 10 (PHH3) se considera un marcador de transito de G2 a M (Sawicka & Seiser, 2012),
por lo que es utilizada para visualizar aquellas células que se encuentran en division celular. EI modo de division
celular se modula por la orientacion del huso mitético, que depende de la polaridad celular, el citoesqueleto, el
centrosoma y las moléculas de adhesion. La orientacion del huso mitdtico puede ser paralela, perpendicular u
oblicua al plano ventricular, lo que influye en el &ngulo de division celular y en el destino de las células hijas
(LaMonica et al., 2013; Lin et al., 2021; Matsuzaki & Shitamukai, 2015).
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Figura 1. Proceso de neurogénesis cortical en el ratéon. Tomado de Mukhtar and Taylor 2018 (Mukhtar &
Taylor, 2018).

La neurogénesis cortical se puede dividir en dos fases: una fase temprana, que ocurre entre E10 y E14, y una
fase tardia, que ocurre entre E15 y P2. Durante la fase temprana, predominan las divisiones simétricas radiales,
gue generan mas RGCs y aumentan el grosor de la VZ. Durante la fase tardia, predominan las divisiones
asimétricas radiales, que generan mas IPCs y neuronas, y aumentan el grosor de la SVZ. La transicidn entre las

dos fases se debe a cambios en la expresion de genes, en la sefializacion celular y en la orientacion del huso
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mitético (Dwyer et al., 2016; Li et al., 2021). La neurogénesis cortical se acompafia de la formacion de la zona
marginal (MZ), la capa subplate (SP) y la capa cortical (CP), que son las principales regiones que componen la
corteza cerebral. La MZ se forma por la acumulacion de células Cajal-Retzius, que secretan la proteina Reelina,
que es esencial para la migracion y la laminacién de las neuronas corticales (Flores Cruz & Escobar, 2011;
Tissir et al., 2002). La SP se forma por la llegada de las primeras neuronas corticales, que establecen conexiones
con las aferencias taldmicas y corticales (Flores Cruz & Escobar, 2011). La CP se forma por la llegada de las

neuronas corticales posteriores, que se organizan en seis capas segun el principio de adentro hacia afuera.

Neuronas Inhibitorias

La neurogénesis cortical también implica la generacion de neuronas inhibidoras, que se originan en la zona
ganglionar ventral (VZG) y la zona ganglionar dorsal (ZGD) del prosencéfalo, y migran tangencialmente hacia
la corteza cerebral. Estas neuronas expresan marcadores como DLX, GAD, NKX2.1, LHX6 y SST, entre otros,
y se integran en la CP y la SP, donde modulan la actividad y la plasticidad de las neuronas excitadoras. Las
interneuronas GABAGérgicas son una familia diversa que puede clasificarse por su morfologia, propiedades
electrofisioldgicas o marcadores histolégicos (Ferguson & Gao, 2018; Markram et al., 2004). La diversidad de
interneuronas parece surgir a través de la implementacion de programas genéticos intrinsecos a las células
progenitoras, que se desarrollan durante un periodo prolongado de tiempo hasta que las interneuronas adquieren
caracteristicas maduras. La trayectoria de desarrollo de las interneuronas también estd modulada por
mecanismos autonomos no celulares dependientes de la actividad que influyen en su capacidad para integrarse
en circuitos nacientes y esculpir su distribucién final en la corteza cerebral adulta (Lim etal., 2018). La
nomenclatura mas comun segrega las interneuronas en tres tipos: parvalbimina (PV), somatostatina (SST) y
receptor ionotrépico de serotonina 5HT3a (5HT3aR), segln las proteinas caracteristicas que expresan las
interneuronas (Rudy et al., 2011). El subtipo mas comun, las interneuronas PV, son conocidas por su fenotipo
de fast-spiking, la baja resistencia de entrada (input resistance) y post-hiperpolarizacion rapida de alta amplitud
(Kawaguchi & Kubota, 1997). La segunda clase de interneuronas se caracteriza por la expresion del
neuropéptido somatostatina (SST) y la orientacién preferencial dendritica de sus sinapsis (Xu et al., 2006). El
subpalio embrionario genera todas las neuronas GABAérgicas en el telencéfalo. Las neuronas de proyeccion
GABAérgicas son particularmente abundantes en el cuerpo estriado, el globo palido, la amigdala central y el
tabique, pero las neuronas de proyeccion de largo alcance, como la neurona SST+/NOS+, también estan
presentes en la neocorteza y otras regiones corticales (Libkemann et al., 2015). Poco después de que las células
progenitoras se dividen, las células posmitéticas sufren una larga migracion tangencial y alcanzan el palio a
través de varias corrientes estereotipadas. Las interneuronas contindan dispersandose por la corteza en
desarrollo utilizando las mismas rutas migratorias hasta que las abandonan para adoptar su posicion final dentro
de una regién y capa de la corteza. Las interneuronas adquieren gradualmente sus marcadores bioquimicos
durante este proceso, aunque muy a menudo no exhiben su morfologia y conexiones caracteristicas hasta etapas
relativamente tardias del desarrollo posnatal. El largo retraso que existe entre el momento en que nacen las

interneuronas y el momento en que comienzan a mostrar sus caracteristicas maduras ha dado lugar a opiniones
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muy divergentes sobre los mecanismos que controlan la generacion de su diversidad (Lim et al., 2018; Wamsley
& Fishell, 2017).

Migracion neuronal

La migracion neuronal es el proceso de desplazamiento de las neuronas desde su lugar de origen hasta su lugar
de destino. En el ratén, la migracién neuronal cortical ocurre entre E11y P10, y se puede clasificar en dos tipos:
radial y tangencial. La migracién radial se refiere al movimiento de las neuronas a lo largo del eje ventricular-
pial, siguiendo el prolongamiento radial de las RGCs. La migracion tangencial se refiere al movimiento de las
neuronas a lo largo del eje rostro-caudal o medio-lateral, sin seguir el prolongamiento radial de las RGCs. La
migracion radial es el principal modo de migracion de las neuronas corticales excitadoras, que se originan en
laVVZ y la SVZ, y se dirigen hacia la CP. La migracion tangencial es el principal modo de migracidn de las
neuronas corticales inhibidoras, que se originan en la VZG y la ZGD, y se dirigen hacia la CP y la SP
(Buchsbaum & Cappello, 2019; Keays, 2007). La migracidn neuronal depende de la interaccidon de las neuronas
con el entorno extracelular, que incluye la matriz extracelular (MEC), las moléculas de adhesion celular (MAC)
y las sefiales quimicas y eléctricas. La MEC es un conjunto de proteinas y glicoproteinas que se encuentran en
el espacio intercelular, y que proveen de soporte estructural y funcional a las células. Algunas de las proteinas
de la MEC que participan en la migracion neuronal son la laminina, la fibronectina, el colageno, la tenascina,
la nidogén y la Reelina, entre otras. Estas proteinas se unen a receptores de la superficie celular, como las
integrinas, los distroglicanos y los receptores de Reelina (VLDLR y ApoER?2), que activan vias de sefializacién
intracelular que regulan el citoesqueleto, la polaridad celular, la motilidad celular y la expresion génica. Las
MAC son un conjunto de proteinas que se encuentran en la membrana plasmatica, y que median la adhesién y
la comunicacién entre las células. Algunas de las MAC que participan en la migracion neuronal son la N-CAM,
la L1, la N-cadherina, la E-cadherina, la protocadherina, la NCAM2, la TAG-1y la Nr-CAM, entre otras. Estas
proteinas se unen a otras proteinas de la misma célula (adhesion homofilica) o de otra célula (adhesion
heterofilica), y modulan la adhesion celular, la transduccion de sefiales, la remodelacion del citoesqueleto y la

diferenciacion celular (Broadie et al., 2011; Jakovcevski et al., 2023).

Las sefiales quimicas y eléctricas son un conjunto de moléculas y corrientes que se difunden en el medio
extracelular, y que actiian como atractantes o repelentes para las neuronas migratorias. Algunas de las sefiales
guimicas que participan en la migracién neuronal son los factores de crecimiento, las citoquinas, los
neurotransmisores, los neuropéptidos y los morfégenos, entre otros. Estas moléculas se unen a receptores
especificos de la membrana celular, como los receptores tirosina quinasa, los receptores acoplados a proteinas
G, los receptores ionotrépicos y los receptores nucleares, que desencadenan cascadas de sefializacion
intracelular que afectan la polaridad celular, la motilidad celular, la supervivencia celular y la expresion génica.
Las sefiales eléctricas que participan en la migracion neuronal son las corrientes idnicas que se generan por la
actividad de los canales y los transportadores ionicos, que modulan el potencial de membrana y la excitabilidad
de las neuronas migratorias (Avila et al., 2014; Avila, Nguyen, et al., 2013; Avila, Vidal, et al., 2013; Faber &

Pereda, 2018; Khodosevich & Monyer, 2011). La migracién neuronal también depende de la dinamica del
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citoesqueleto, que es el conjunto de filamentos y proteinas asociadas que se encuentran en el citoplasma, y que

determinan la forma, el movimiento y la division de las células (Avila, Vidal, et al., 2013).

Efectos de una dieta alta en grasas para el desarrollo de la corteza cerebral.
Considerando los procesos complejos de la neurogénesis cortical que involucran proliferacion y diferenciacion;
y los trastornos metabdlicos e inflamatorios de la dieta materna alta en grasa durante el embarazo, cabe

preguntarlos: ;Cudles serian los efectos de una dieta alta en grasa materna en el desarrollo de la corteza cerebral?

En la literatura se menciona como una dieta materna rica en grasas (mHFD, por su sigla en inglés) tiene tanto
efectos neurales estructurales como funcionales en la descendencia, relacionado con una disminucion en el
desarrollo cerebral. Un estudio, explord la relacion entre el IMC materno pre-embarazo y la conectividad
funcional distal y local del cerebro neonatal encontrando que el IMC pre-embarazo y los valores ReHo
(homogeneidad regional) estan correlacionados positivamente, lo que sugiere un incremento en la conectividad
funcional local cuando aumenta el IMC (Rajasilta et al., 2021). En modelos de animales, una mHFD se ha
encontrado asociada a un incremento en la proliferacion celular en el hipotdlamo (Monk et al., 2013) y en la
zona ventricular de la corteza cerebral (Niculescu & Lupu, 2009), zona adyacente al hipotdlamo. Ademas, se
ha descrito una apoptosis y diferenciacion neuronal reducida en el giro dentado en respuesta a la HFD (Hariri
& Thibault, 2010). Igualmente, se ha mencionado en la literatura que la descendencia se vuelve més susceptible
a las alteraciones inflamatorias del sistema serotoninérgico, incrementando el riesgo de enfermedades mentales

como ansiedad, depresién y autismo (Cortés-Albornoz et al., 2021).

En el sistema dopaminérgico de roedores, después de haber sido expuestos a una dieta alta en grasas, se
encontraron modificaciones que afectaron el ndcleo accumbens y el area tegmental ventral. El nicleo
accumbens y el area tegmental ventral son regiones clave en la regulacién de la motivacién, el placer y la
recompensa, y su alteracion puede influir en el comportamiento alimentario y la preferencia por alimentos ricos
en grasas. Ademas, se observd en la descendencia un incremento en el consumo de una HFD, lo que esté en
correlacion con el hecho de que estas partes afectadas pertenecen al circuito de recompensa (Kenny, 2011;
Sullivan et al., 2014). Ademas, se reportd que estas alteraciones en el sistema de recompensa se debieron a
hipometilaciones de los promotores de genes opioides y esto se extendio a la corteza prefrontal (Cortés-
Albornoz et al., 2021; Jiménez-Chillardn et al., 2012). Estos estudios estan en correspondencia con un estudio
gue realizd un analisis protedmico de la corteza cerebral y encontr6 que aquellos ratones adultos que se vieron
expuestos a una mHFD durante la gestacion tuvieron cambios endofenotipicos distintos independiente de su
dieta actual (Manousopoulou et al., 2015). Ademas, se conoce que una dieta materna alta en grasa reduce la
expresion de BDNF en el hipocampo de las crias. BDNF juega un rol fundamental en el neurodesarrollo y en
la plasticidad sinaptica (Tozuka et al., 2010). La desregulacion epigenética de la expresion de Bdnf en el cerebro
de las crias parece ser heredable hasta la tercera generacion (Fusco et al., 2019). Los autores proponen un

mecanismo donde la disfuncion del metabolismo materno lleva a la desregulacion de la via de sefializacién de
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la insulina, causando metilacion y acetilacion del promotor de Bdnf en los ovarios maternos, lo que puede ser

transferido trans generacionalmente (Fusco et al., 2019).

Por otra parte, ademas de las anormalidades detectadas en los sistemas serotoninérgicos y dopaminérgicos en
la descendencia, también se ha sugerido que las alteraciones encontradas en el cerebro en respuesta a una mHFD
pudieran deberse a una liberacion alterada de hormonas metabdlicas como la insulina (Richardson & Carpenter,
2007) y la leptina (Valleau & Sullivan, 2014); asi como a un incremento en la liberacién de citoquinas
proinflamatorias por la placenta (Sureshchandra et al., 2018). Al mismo tiempo, exposicion prolongada a una
mHFD provoca hipoxia placentaria tanto en la placenta proveniente tanto de los machos como de las hembras
(Gohir et al., 2019) produciendo citoquinas proinflamatorias y/o aumentando la permeabilidad placentaria a
citoquinas presentes en sangre materna que pasarian a sangre fetal. Con respecto a esto Ultimo, se ha demostrado
que la neuroinflamacién provoca trastornos en la plasticidad sinéptica (Di Filippo et al., 2008). En concreto, se
ha demostrado inestabilidad en las espinas dendriticas y filopodios presentes en la corteza cerebral de la
descendencia de ratas expuestas a una mHFD. Dicha inestabilidad existié durante la adultez donde hubo una
menor densidad de espinas dendriticas incluso cuando la descendencia fue alimentada con una dieta normal
luego del destete (Hatanaka et al., 2016). En un estudio se encontré que comparado con ratones con una dieta
control, el tejido de la corteza cerebral de los ratones con una HFD revel6 una resistencia a la insulina,
evidenciado por el fallo en la activacién de la Akt, S6 y GSK3B en una estimulacién con insulina ex-vivo
(Arnold et al., 2014). Sin embargo, no se investigaron los efectos de una mHFD, sino el efecto que tendria una
HFD (no materna) en ratones adultos. Por tanto, teniendo en cuenta que existe un aumento en la liberacion de
citoquinas proinflamatorias y alteraciones en la liberacién de la insulina en modelos que utilizan una mHFD;

se pudiera encontrar alteraciones similares en la corteza cerebral embrionaria.

Especificamente en el contexto de una intervencion aguda con mHFD, el 4cido B-hidroxibutirato, un cuerpo
cetonico, en concentraciones in vivo, inhibe los efectos de los agonistas de los receptores inhibitorios de GABA
y glicina (Pflanz et al., 2019). Se ha demostrado que la inhibicidn de receptores activados por ligando como el
de glicina tiene efectos sobre la proliferacion, migracion y diferenciacion durante la neurogénesis (Avila, Vidal,
etal., 2013; Avila et al., 2014; Bortone & Polleux, 2009). (Avila et al., 2014), utilizando ratones knockout para
el receptor de glicina mostraron al dia embrionario E15 una disminucion significativa de los marcadores de
inmunohistoquimica como TBR2. Por tanto, un posible mecanismo donde la mHFD en periodos cortos podria
contribuir serfa a través de la modulacién de la neurotransmision antes de la sinaptogénesis. En contraste con
lo anterior, el consumo de una mHFD desde 4 semanas antes del apareamiento lleva a desérdenes metaboélicos
que se acomparfian de una inflamacidn cronica con niveles elevados de citoquinas como: interleucina 1 beta, 2,
5, 6, 10, 12, 13, 17, interferon gama y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa) (Duan etal., 2018).
Mediadores proinflamatorios como el TNF alfa e interferébn gamma afectan negativamente la neurogénesis
embrionaria a través de la inhibicion de la proliferacion de los progenitores neurales (Ben-Hur et al., 2003).
TNF-a incrementa la diferenciacion hacia astrocitos e inhibe la diferenciacion hacia neuronas de los

progenitores neurales a través de la via de sefializacion JAK/STATS3, donde interviene la familia de interleucinas
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6 (Lan etal., 2012). La resistencia a la insulina en madres sometida a una HFD esta asociada a la vez con la
activacion de forkhead box protein O3a (FOXO3a), que se transloca al nicleo, donde reduce la expresion de
BDNF a través de la activacion de histonas desacetilasas que afecta al gen bdnf, esto esta a la vez ligado con la
disminucion en el crecimiento del hipocampo en la descendencia (Fusco et al., 2019). También existe un modelo
gue asemeja la resistencia a la insulina que es otra de las caracteristicas de una exposicion crénica de una dieta
alta en grasas, donde células pluripotenciales obtenidas de ratones knockout para el receptor de insulina
mostraron un aumento de los marcadores de linaje neuronal (PAX6, TUBB3, ASCL1 Y OLIG2) cuando se
trataron con un medio de diferenciacion por 10 dias. Lo que sugiere que alteraciones en la sefializacion de la
insulina podrian afectar la diferenciacion neuronal (Gupta et al., 2018). Por tanto, se sabe que la mHFD altera
el desarrollo cerebral con cambios en el hipocampo y el hipotalamo. Sin embargo, a pesar de que se tiene
conocimiento sobre los procesos que intervienen en el desarrollo de la corteza cerebral, alin no se comprende
completamente como la mHFD afecta los procesos de formacion de la corteza cerebral que implican la

proliferacion, diferenciacién y migracion celular.

Diferencias dependientes del sexo en el desarrollo cerebral prenatal

Las diferencias dependientes del sexo en el desarrollo cerebral prenatal han sido un tema de investigacién
significativa, destacando como los factores genéticos, hormonales y ambientales influyen en el neurodesarrollo
de fetos masculinos y femeninos. Esta seccion tiene como objetivo resumir la comprension actual de estas

diferencias, neuroanatémicas, hormonales, epigenéticas e inmunomediadas.

Diferencias neuroanatémicas durante el desarrollo prenatal

La investigacion ha demostrado diferencias notables en la estructura cerebral entre fetos masculinos y
femeninos. Un estudio que involucr6 a 300 embarazos dnicos masculinos y 300 femeninos utilizé
ultrasonografia transabdominal para medir el didmetro biparietal, la circunferencia de la cabeza, el diametro
transcerebeloso, la cisterna magna, el grosor del pliegue nucal, y las longitudes y anchuras del Cavum Septi
Pellucidi (CSP) y los ventriculos laterales. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
tamafios de estas estructuras entre fetos masculinos y femeninos, con CSP més ancho y ventriculos mas grandes
en los masculinos, indicando que las diferencias en la estructura cerebral comienzan en la vida fetal (Kavak et
al. 2021). Otros estudios han respaldado estos hallazgos, sefialando que el atrio ventricular cerebral fetal es mas
grande en fetos masculinos comparado con los femeninos (Patel et al. 1995) y estableciendo rangos de
referencia para los parametros del ventriculo lateral cerebral fetal con diferencias sexuales significativas (Ishola
etal. 2016). Mas recientemente, se observé que las diferencias en el desarrollo cortical relacionadas con el sexo
ocurren después de las 28 semanas de gestacion, con un aumento en la profundidad de la Fisura Silviana (SF),
la Fisura Parieto Occipital (POF) y la Fisura Calcarina (CF) en fetos masculinos (Mappa et al. 2024). Estos
hallazgos sugieren que la trayectoria del desarrollo cerebral estd influenciada por el sexo, con patrones de
desarrollo neuroanatémico distintos en fetos masculinos y femeninos desde la vida fetal temprana hasta la
gestacion tardia. Tales diferencias en las tasas de maduracion cerebral también se reflejan en condiciones como

la epilepsia del 16bulo temporal, donde las tasas de maduracion especificas por sexo podrian explicar la
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aparicion diferencial y la prevalencia de lesiones en el lado izquierdo y derecho en nifios y nifias. Este concepto
de "maduracion cerebral diferencial" sugiere que una maduracion cerebral mas rapida en las mujeres podria
contribuir al cierre mas temprano de las ventanas de desarrollo, impactando la susceptibilidad del cerebro a
ciertas condiciones neuroldgicas (Taylor 1969; Schepanski et al. 2018). El estrés prenatal ha revelado
diferencias celulares influenciadas por el sexo. Las dos regiones de la corteza prefrontal, la corteza prefrontal
medial y la corteza prefrontal orbital mostraron cambios opuestos y sexualmente dimdrficos en la conectividad
sinaptica en respuesta a la misma experiencia. Esto contrasta con los hallazgos en el hipocampo, donde se
observd pérdida de nimero de neuronas y aumento en la densidad de espinas en ambos sexos (Mychasiuk et al.
2012). Aunque un estudio diferente reporté un efecto dismorfico sexual en el hipocampo también (Bock et al.
2011).

Acciones diferenciales de las hormonas durante el desarrollo prenatal

Las hormonas juegan un papel critico en la diferenciacion sexual del cerebro durante el desarrollo prenatal. La
exposicidn prenatal a esteroides sexuales como la testosterona y el estrégeno influye significativamente en el
desarrollo cerebral. La testosterona, convertida en estradiol en el cerebro, puede influir en la metilacion del
ADN y la modificacion de las histonas, afectando la diferenciacion neuronal y la conectividad (Menger et al.
2010). Niveles mas altos de testosterona en fetos masculinos estan vinculados al desarrollo de areas asociadas
con habilidades espaciales y agresion. La interaccién entre factores genéticos y hormonas sexuales resulta en
la diferenciacién sexual del cerebro, comenzando in utero (McCarthy et al. 2009). Estas influencias hormonales
pueden programar los niveles de ansiedad in utero, llevando a resultados conductuales especificos por sexo en

respuesta a estresores como la pandemia de COVID-19.

Hallazgos recientes destacan el papel complejo de las hormonas sexuales en el desarrollo cerebrovascular
prenatal y la aparicién de trastornos del neurodesarrollo. Durante el desarrollo temprano, el eje hipotdlamo-
pituitario-gonadal (HPG) alcanza su méaximo, sugiriendo que hormonas sexuales como la testosterona y el
estrégeno son cruciales para el adecuado crecimiento vascular cerebral y la maduracion de la barrera
hematoencefalica (BBB). La desregulacion en estos niveles hormonales ha sido implicada en condiciones como
el trastorno del espectro autista (TEA) y el trastorno de déficit de atencién con hiperactividad (TDAH), los
cuales muestran diferencias significativas de sexo en prevalencia y sintomatologia. Por ejemplo, una mayor
exposicion prenatal a la testosterona y una expresion reducida de aromatasa estan asociadas con un riesgo
incrementado de TEA, afectando regiones involucradas en comportamientos sociales y comunicacién (Crider
et al. 2014). Por otro lado, niveles elevados de estrégeno se encuentran que mitigan los sintomas del TDAH,

enfatizando el rol neuroprotector de esta hormona (Roberts et al. 2018).

Los estudios también indican que las variaciones especificas por sexo en la expresion génica influyen en las
funciones cerebrovasculares, con genes diferencialmente expresados vinculados a los cromosomas X e Y
desempefiando roles clave. Ademas, la interaccion entre las hormonas sexuales y las vias de sefializacién clave,

como VEGF y Wnt, subraya su importancia en el desarrollo vascular cerebral. La sefializacion de VEGF es
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esencial para la angiogénesis, mientras que la sefializacion de Whnt es crucial para la maduracion de la BBB.
Estas vias son moduladas por el estrégeno y la testosterona, llevando a patrones sexualmente dismérficos en el

desarrollo cerebral (Collignon et al. 2024).

Efectos diferenciales de la activacién inmunitaria durante el desarrollo prenatal

La activaciéon inmunitaria materna (MIA, por sus siglas en inglés) puede impactar significativamente en los
resultados del neurodesarrollo, conduciendo a cambios especificos por sexo en el desarrollo cerebral. Se han
establecido varios modelos para explorar las consecuencias de la activacion inmunitaria prenatal en el desarrollo
cerebral y conductual basados en la exposicion gestacional materna al virus de la influenza humana, el mimético
viral &cido poliindsico [Poly(I:C)], el LPS bacteriano, el agente inflamatorio trementina, o citoquinas
inflamatorias seleccionadas (Meyer 2014). La exposicion a Poly I:C durante la gestacion conduce a alteraciones
conductuales significativas dependientes del sexo en la descendencia de ratones. La descendencia masculina
expuesta a Poly I:C mostré un filtrado sensoriomotor deteriorado y un comportamiento similar al de la ansiedad
incrementado en comparacién con las hembras, como se evidencié en las pruebas de inhibicién de prepulso
(PPI) y su desempefio en el laberinto elevado (Hui et al. 2018). Mas recientemente, se observo que los machos
expuestos entre E12 y E15 exhibian marcadas disminuciones en PPI, mientras que las hembras también
mostraron reducciones en PPl pero en menor medida. A su vez, las hembras expuestas entre E11 y E16
mostraron déficits significativos en la interaccion social, mas pronunciados que los de los machos, quienes solo

mostraron estos déficits cuando fueron expuestos entre E12 y E15 (Fuijii et al. 2023).

Las citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1p e IL-6, producidas durante la MIA, pueden cruzar la barrera
placentaria y alterar la neurogénesis y la migracion neuronal. Estas citoquinas permanecen elevadas durante la
adultez resultando en déficits conductuales a largo plazo, a menudo mas severos en machos (Hui et al. 2018).
Los fetos masculinos muestran una vulnerabilidad pronunciada a estos efectos inflamatorios, correlacionando
con la mayor prevalencia de trastornos del neurodesarrollo como el TEA vy la esquizofrenia en hombres.
Modelos en roedores y estudios epidemiol6gicos humanos respaldan estos hallazgos, demostrando que las
infecciones maternas durante el embarazo aumentan el riesgo de TEA y esquizofrenia, con niveles elevados de
citoquinas maternas vinculados a estructura y funcién cerebral alteradas en la descendencia, particularmente en
hombres (Hui et al. 2018; Hall et al. 2023). Un estudio de Osman et al. (2024) report6 que la descendencia
macho MIA mostr6 incrementos significativos en citoquinas como IL-6, TNFa y LT-a en la placenta, mientras
que la descendencia hembra MIA no mostr6 estos cambios. En el cerebro fetal, los machos exhibieron niveles
elevados de IL-28B e IL-25, mientras que las hembras mostraron niveles aumentados de LT-a. Estos hallazgos
sugieren que los fetos masculinos son mas vulnerables a los efectos inflamatorios de la MIA, llevando a
interrupciones mas pronunciadas en la neurogénesis y la migracion neuronal (Osman et al. 2024). A su vez, la
descendencia femenina podria verse afectada por un aumento en el estrés oxidativo (Hui et al. 2018).
Adicionalmente, investigaciones indican que la MIA activa la respuesta al estrés integrado (ISR) de manera
especifica por sexo. La descendencia masculina MIA demuestra cambios generalizados en genes necesarios

para la biogénesis de ribosomas y la traduccion del ARNm, lo que lleva a una reduccion en la traduccion global
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del ARNm y alteracion en la sintesis de proteoma naciente. Este efecto es menos pronunciado en la
descendencia femenina. El estudio encontrd que estos cambios dependian de la produccion de interleucina-17a
(IL-17a) en hembras embarazadas. El blogueo de la ISR utilizando enfoques genéticos o farmacol4gicos rescatd
a la descendencia masculina de anomalias conductuales asociadas a MIA, destacando una vulnerabilidad
especifica por sexo a la activacion de la ISR en el cerebro fetal (Kalish et al. 2021).

La evidencia acumulada muestra que la MIA afecta el proceso neurogénico causando una neurogénesis
anticipada (McEwan et al. 2023). En cuanto a los efectos de la MIA en las células microgliales, ambos sexos
mostraron un area de proceso microglial incrementada después de la exposicién a Poly I:C, indicando un
engrosamiento del proceso. Sin embargo, solo los machos mostraron una actividad fagocitica reducida,
evidenciada por menos inclusiones celulares en los procesos microgliales. En contraste, las hembras mostraron

mas inclusiones celulares, indicando una actividad fagocitica mas alta (Hui et al. 2018).

Modificaciones epigenéticas especificas por sexo durante el desarrollo prenatal

Los cambios epigenéticos durante el desarrollo prenatal contribuyen a las diferencias de sexo en la estructura y
funcion cerebral. La metilacion del ADN, la modificacién de histonas y los ARN no codificantes son
mecanismos clave a través de los cuales ocurre la regulacién epigenética. El aumento en las enfermedades no
transmisibles (ENT) a nivel mundial subraya la necesidad de reconsiderar los factores genéticos como los Gnicos
contribuyentes. El concepto de "Origenes del Desarrollo de la Salud y la Enfermedad" (DOHaD) sugiere que
las influencias tempranas durante la gestacion, la lactancia e incluso los periodos preconcepcionales juegan un
papel significativo en el riesgo de enfermedades, con diferencias notables de sexo en el momento y la gravedad

de los resultados de las enfermedades (Gabory et al. 2013).

Mecanismos epigenéticos especificos por sexo gue regulan el desarrollo cerebral. La exposicion prenatal a

hormonas puede llevar a modificaciones epigenéticas especificas por sexo que influyen en la expresion génica
y el desarrollo cerebral. Por ejemplo, se han observado patrones de metilacion diferenciales en cerebros
masculinos y femeninos, que pueden afectar las vias y resultados del neurodesarrollo (Gabory et al. 2009). Por
otro lado, la acetilacion de histonas, facilitada por acetiltransferasas de histonas como la proteina de unién a
CREB (CBP), promueve la diferenciacion de células epiteliales neurales en neuronas excitatorias e
interneuronas, estimulando la transcripcién de genes pro-neurales (Wang et al. 2010; Tsui et al. 2014; Yao and
Jin 2014; Schoof et al. 2019).

Alteraciones cerebrales especificas por sexo en respuesta a la_inflamacién materna. Muchos estudios han

demostrado efectos especificos por sexo de la MIA en el desarrollo cerebral y la conducta de la descendencia.
Sin embargo, existe un sesgo prevalente en el andlisis molecular hacia la descendencia masculina, lo que
potencialmente confunde los efectos especificos por sexo (Woods et al. 2021). La expresion de genes y vias
especificas relacionadas con la respuesta inmune y la regulacién del estrés mostraron diferencias entre machos
y hembras. Por ejemplo, los genes de sefializacion de corticosteroides, como Fkbp5 (regulador de la sensibilidad

del receptor de glucocorticoides), exhibieron patrones de expresion especificos por sexo, con variaciones en
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respuesta a la MIA (Nufiez Estevez et al. 2020). También, se han informado alteraciones en la acetilacion de
histonas en los cerebros de la descendencia de MIA, lo que podria explicar el fenotipo pro-neurogénico
observado en estos animales (Tang et al. 2013). En ratones de tres meses de edad, se encontr6 que la actividad
de HDAC estaba particularmente aumentada en la descendencia femenina expuesta prenatalmente al Poly I:C
materno en comparacion con los controles. No se pudo identificar ningin HDAC particular como principal
contribuyente del efecto reportado, que estaba ausente en los machos (Pujol Lopez et al. 2016). En contraste,
un estudio similar centrado en el hipocampo femenino encontr6 una reduccion selectiva de HDAC1 asociada
con un aumento en la expresién del transportador de serotonina y una anhedonia relacionada con la depresion

mas acentuada (Reisinger et al. 2016).

Los estresores ambientales, como la MIA, pueden llevar a una regulacion epigenética alterada a través de
diversas vias. Las citocinas, particularmente la interleucina-6, pueden regular las enzimas epigenéticas,
aumentando la expresion de la ADN metiltransferasa 1, lo cual es de interés dado el aumento de la respuesta de
citocinas en los cerebros de la descendencia tras la MIA (Braconi et al., 2010; Villagra et al., 2010; Woods et
al., 2021). Ademas, la disponibilidad de sustratos utilizados por las enzimas epigenéticas, como la acetil-
coenzima A para la acetilacion de histonas, puede ser limitada. La biogénesis mitocondrial, que produce estos
sustratos, a menudo es disfuncional en modelos de MIA, proporcionando una via mecanicista para alteraciones
epigenéticas y neurogénesis modificadas (Robicsek et al., 2018; Swanepoel et al., 2018; Cieslik et al., 2020,
2021; Gyllenhammer et al., 2021; Zawadzka et al., 2021).

Modificaciones placentarias especificas por sexo en respuesta a una mHFD. La placenta juega un papel crucial

en el crecimiento fetal, la adquisicion de nutrientes, la eliminacién de desechos y la sintesis de hormonas.
También, la placenta responde a factores ambientales como el estado nutricional y la oxigenacion, que pueden
modificar marcas epigenéticas y la expresion génica, afectando el desarrollo y la funciéon placentaria. El
desarrollo placentario es adaptable y puede compensar condiciones nutricionales pobres, con diferencias de
sexo en tasas de crecimiento y respuestas a estimulos adversos. Las placentas XY son méas grandes que las
placentas XX, y los embriones masculinos a se desarrollaban més rapido desde las primeras etapas (Gabory et
al. 2013). Los estudios experimentales han demostrado que las placentas masculinas y femeninas exhiben
patrones de metilacién del ADN diferenciales en respuesta a dietas maternas altas en grasas, influyendo
significativamente en las vias metabdlicas y los procesos del neurodesarrollo. Especificamente, una HFD
materna causé cambios significativos en la expresién de numerosos genes, con placentas femeninas mostrando
una mayor sensibilidad a los cambios dietéticos. Ademas, el peso placentario generalmente fue myor en fetos
masculinos en comparacion con los femeninos, independientemente de la dieta (Mao et al. 2010). Aunque no
se observaron cambios obvios en la estructura del laberinto o el espongiotrofoblasto (Gabory et al. 2012).
Gallou-Kabani (2010) destaco las diferencias especificas por sexo en la metilacion del ADN y la expresion

génica, sefialando que una HFD materna administrada desde el inicio del embarazo hasta el E15, condujo a

cambios significativos en las placentas en crias tanto en machos como hembras. Genes especificos como Peg10,

Asb4, Peg3 y Slc22a2 mostraron una expresion mas débil en la descendencia macho, mientras que Ascl2 tuvo

22



una expresion mas débil en la descendencia hembra bajo condiciones de dieta control (Gallou-Kabani et al.
2010). Més recientemente, el mismo grupo mostrd que una HFD durante la gestacion causo la desregulacion de
genes especificos por sexo, afectando clisteres de genes y la maquinaria epigenética, incluyendo desmetilasas
de histonas vinculadas al cromosoma sexual Kdm5c y Kdm5d. En condiciones de control, 104 genes exhibieron
dimorfismo sexual, mientras que bajo una dieta alta en grasas, 97 genes fueron sexualmente dismorficos.
Notablemente, solo 11 genes mostraron dimorfismo sexual consistente independientemente de la dieta, y apenas
16 genes fueron comuinmente afectados por la dieta en ambos sexos (Gabory et al. 2012). Todo esto muestra
que no solo los conjuntos de genes, sino también sus funciones biol6gicas afectadas por la HFD diferian

notablemente entre los dos sexos (Gabory et al. 2014).
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Hipdtesis
Una mHFD afecta el desarrollo embrionario de la corteza cerebral de las crias generando alteraciones

estructurales y funcionales

Objetivo general

Analizar las consecuencias de un tratamiento agudo y crénico con una mHFD para el desarrollo de la corteza

cerebral embrionaria.

Objetivos especificos

Obijetivo especifico 1:
Determinar el efecto de una mHFD sobre la neurogénesis durante el desarrollo embrionario de la corteza

cerebral.

Objetivo especifico 2:

Identificar los efectos de una mHFD sobre el desarrollo posnatal de la corteza cerebral.
Objetivo especifico 3:

Correlacionar el estado metabolico e inflamatorio materno inducido por una HFD con las alteraciones

estructurales encontradas en la corteza cerebral de las crias.
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Metodologia

Animales

Este estudio fue revisado y aprobado por el comité de bioética institucional en la Universidad Catolica de la
Santisima Concepcion. Ademas, los experimentos se realizaron siguiendo las recomendaciones para el trabajo
con animales de experimentacion europeas (FELASA) y las directrices de la Agencia Nacional de Investigacién
(ANID). Se utiliz6 un total de 6 ratones hembra, C57BL6, de 12 semanas de edad que se dividieron en 6 grupos:
3 grupos control a los que se les expuso a una dieta normal (ad libitum) y 3 grupos a los cuales se les traté con
una HFD en 3 periodos distintos. Ademas de las hembras se utilizaron 3 machos para generar los apareamientos.
Estos ratones macho se mantuvieron en las mismas condiciones que los ratones tratados con una dieta normal.
Para el apareamiento se utilizaron trios que se organizaron por la tarde justo antes del periodo de obscuridad.
Al dia siguiente, se buscé por el tapdn mucoso, que es el signo del apareamiento y se determind ese dia como
el dia EO (dia embrionario 0). Los animales se mantuvieron en condiciones standard, con ventilacion apropiada
regulada en un rack ventilado, con control de la temperatura a 21 °C, ciclos de 12 h luz/oscuridad, y agua y

comida ad libitum.

Protocolo experimental

El tratamiento con una dieta alta en grasas (HFD) se divide en tres grupos, correspondientes a tres
intervenciones dietéticas (ver Figura 2). La primera intervencion consistié en una HFD durante la gestacion
hasta el dia 15. Adicionalmente se hicieron andlisis a E13 para obtener informacion mecanistica sobre los
efectos de una exposicion aguda. La segunda intervencidn implicé una HFD durante las 4 semanas previas al
apareamiento y hasta el dia 15 de gestacion. Por Gltimo, la tercera intervencion consistié en HFD desde 10
semanas antes del apareamiento hasta 15 dias después. Mientras que la intervencion de corta duracion (15 dias)
se disefid para obtener informacién sobre los efectos agudos de la exposicién a una HFD, las intervenciones
mas prolongadas se utilizaron para evaluar los efectos tanto de la HFD como de la obesidad y sus consecuencias.
Esto es relevante debido a la variabilidad en la exposicién a una HFD en mujeres embarazadas, algunas de las
cuales tienen una exposicién cronica, mientras que otras modifican sus habitos alimenticios (Crozier SR et al.,
2009). El porcentaje de kilocalorias proveniente de las grasas que se utiliz en la dieta fue del 45 %, debido a
que esta dieta para roedores se usado para modelar la obesidad humana. A pesar de que con 32% (Tozuka et
al., 2010) de grasa en la dieta se pudo encontrar anomalias celulares, y que la mayoria de los estudios utilizan
una dieta con un 60% de la energia proveniente de las grasas, se proyectd que con la dieta del 45% en distintos
tiempos de duracion de la intervencion esta permitiria evidenciar las alteraciones celulares en la neurogénesis
en la corteza cerebral. A los grupos control se le suministro una dieta normal (NFD) con un 10 % Kkcal

provenientes de las grasas que se obtuvo de la empresa Research Diets con cddigo de item D12450H, la HFD
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que se utilizé con los grupos experimentales se obtuvo de la misma empresa con codigo de item D12451 (Tablas
Ly 1)
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Apareamiento E15

P14

6 semanas 4 semanas
Prolongada Il
Prolongada |
PAX6 TBR1
TBR2 SATB2
PHH3 PV
TBR1 SST

Figura 2. Disefio experimental implementado. Se implementaron 3 modelos de HFD, uno corto que comenz6

el dia del apareamiento y concluyé en el E15. También se realizaron andlisis puntuales a E13 para la

intervencion aguda (no incluido en el esquema). Uno prolongado que comenz6 1 mes antes del apareamiento y

otro mas prolongado que comenzd 10 semanas antes del apareamiento. Se realiz6 inmunohistoquimica en el

E15 para todos los modelos y en el caso del modelo corto se realiz6 también en el P14. Notar que para el anélisis

a P14 la dieta se cambi6 desde la HFD a la dieta control el dia E15. Marcadores: PAX6, progenitores apicales;

TBR2, progenitores intermediarios; PHH3, histona H3 fosforilada (células proliferativas); TBR1, neuronas

profundas; SATB2, neuronas superficiales; PV, interneuronas que expresan Parvalbimina; SST, interneuronas

gue expresan somatostatina.

27



Tabla I. Ingredientes de la dieta de los ratones segin indica la compafiia ResearchDiet.

NFD HFD
Clase Ingrediente (12450H) | (12451)
Proteina Caseina Lactica malla 30 200.00g | 200.009g
Proteina L-Cisteina 3.00¢g 3.00¢g
Carbohidrato Almodoén de maiz 452.20g | 72.80¢g
Carbohidrato Sucrosa 176.80g | 176.80¢g
Carbohidrato Maltodextrin 10 75.00 ¢ 100.00 g
Fibra Celulosa, BW200 50.00 g 50.00 ¢
Grasa Aceite de Soya 25.00¢9 25.00¢
Grasa Manteca de cerdo 20.00 ¢ 17750 g
Mineral Mezcla mineral, formulaciéon S10026B 50.00 g 50.00 ¢
Vitamina Bitartrato de colina 2.00g 2.00g
Vitamina V10001C 1.00¢ 1.00¢g
Tinte Dye, Yellow FD&C #5, Alum. Lake 35-42% 0.04¢
Tinte Dye, Red FD&C #40, Alum. Lake 35-42% 0.01g 0.05¢g
Total 1055.05 g | 858.15 g
Tabla I1. Desglose de la composicion de la dieta segin macromoléculas principales.
Clase NFD (D12450H) HFD (D12451)
am % Kcal % gm % Kcal %
Proteinas (g) 19.2 20 24 20
Grasa total (g) 4.3 10 24 45
Carbohidratos (g) 67.3 70 41 35
Kcal/gm 3.85 4.73
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Para los analisis, se utilizaron muestras de cerebros embrionarios al dia E15. Se utilizaron tres embriones
machos y tres hembras de la camada por cada situacion experimental. A diferencia de lo que generalmente se
encuentra en la literatura (donde se utilizan principalmente machos), en este caso se incluyeron ambos sexos.
Esta decision esta justificada por el hecho de que, aunque se han observado efectos diferenciales entre ambos
sexos, el sexo femenino también se ve afectado por trastornos del neurodesarrollo. En el E15 se genotiparon los
embriones para determinar el sexo y se procesaron para realizar el analisis inmunohistoquimico. La evaluacion
del proceso neurogénico en el cerebro en desarrollo se facilitdé mediante maltiples marcadores detectados con
anticuerpos especificos (Tabla I11). Se marcaron y cuantificaron las células progenitoras utilizando los
anticuerpos PAX6 y TBR2. Para medir la division celular, se emplearon anticuerpos contra PHH3. Ademas, se
utilizaron combinaciones de tinciones para revelar diferentes dindmicas durante el desarrollo. La combinacion
PAX6/TBR2/PHH3 permitio evaluar la neurogénesis temprana, mientras que la combinacion de TBR2 y TBR1
se utilizé para evaluar la neurogénesis en las primeras etapas del desarrollo embrionario, enfocandose en la
diferenciacion de progenitores TBR2 positivos a neuronas TBR1 positivas en las capas mas profundas de la
corteza cerebral. En estudios posnatales se emplearon los marcadores SATB2 y TBR1 para marcar las neuronas
excitatorias en el dia P14, y SST y PV para marcar las interneuronas en el mismo dia. Ademas, se analizé el
perfil metabdlico e inflamatorio de la madre mediante suero materno, y se estudio el perfil inflamatorio de la

placenta utilizando citometria de flujo.
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Tabla I11. Marcadores utilizados en inmunohistoquimica

Marcador Célula

PAX6 Progenitores Apicales

TBR2 Progenitores Intermediarios

PAX6/TBR2 Diferenciacion de progenitores apicales a
intermediarios

TBR1 Neuronas generadas tempranamente

TBR1/TBR2 Diferenciacion de progenitores intermediarios en
neuronas

SATB2 Neuronas excitatorias de capas superiores

PHH3 Células en mitosis

PV Interneuronas que expresan parvalbimina

SST Interneuronas que expresan somatostatina
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Extraccion, fijacion del cerebro y crio secciones

En el dia embrionario 15 (E15), extrajeron los embriones. Luego de la extraccion de los embriones se extrajo
el cerebro para fijarlos por inmersion en formaldehido al 4%, preparado a partir de stock 10X (Sigma, Cat.:
F8775) durante 1 hora en agitacién a temperatura ambiente. Los cerebros fueron crio protegidos durante la
noche o el fin de semana en sacarosa (Sigma, Cat.: 84097) al 30% disuelta en una solucién tampon fosfato
salino (PBS). Posteriormente el tejido fue embebido en OCT (Fisher HealthCare, Tissue Plus Cat.: FIS23-730-
571) y congelado en hielo seco para luego ser almacenado a -80 grados. El tejido luego fue procesado para
obtener crio secciones de 20 pum utilizando el criostato Leica CM100 a -13 °C. Se rotularon 6 cristales cargados
positivamente (PorLab Scientific, Cat.: PC2-302-8) y cada corte fue depositado en ellos de modo alterno de tal

manera que cada cristal contenia cortes de toda la corteza cerebral.

Genotipado de sexo

Al finalizar cada experimento se extrajo material embrionario o postnatal de la cola o extremidades para conocer
el sexo de las crias. Las muestras se prepararon para genotipado extrayendo con un kit (KAPA mouse geotyping
kit Cat.: KK7352). Para esto se afiadié 100 microlitros de la siguiente mezcla para genotipar a las muestras:
agua de biologia molecular (88pl), Kapa Express extract buffer 10x (10 pl) y Enzyme (2 pl). Afadida la
solucidn a cada muestra, se colocan en agitador por 10 minutos a 70 °C y 400 rpm. Luego de esto se afiadid 45
pl de TrisHcl (Calbiochem, Cat.: 648317) 10 mM a cada tubo. Se colocd en agitador a 95 °C por 5 minutos a
400 rpm. Se deja enfriar y se centrifuga por 3 minutos a 4000 rpm. En el caso de las muestras postnatales, se

diluyo el sobrenadante 10 veces con TrisHCL 10mM pH 8 - 8.5.

Una vez digerido el tejido, se realizd PCR para genotipar utilizando el kit GoTaqG2. Se rotularon los tubos a
los cuales se les afiadié los siguientes componentes: GoTagMaster mix (12 pl), SN (0.5 pl), AS (0.5 ul), agua
de biologia molecular (10,5 ul) y ADN (1 pl) obtenido del paso anterior. Luego de esto se colocé en el
termociclador usando el siguiente protocolo de 3 etapas. La primera etapa se calent6 la muestra a 94 °C por 2
minutos. En la segunda etapa consistio en 10 ciclos, primera 65 °C por 20 segundos y luego 68 °C por 30
segundos. Por ultimo, la etapa 3 fueron 28 ciclos: 94 °C por 20 segundos y 60 °C por 20 segundos. Luego de
finalizado el programa anterior, se preparé gel de agarosa (1.5 g de agarosa para 100 ml de TAE 1xy 2 pl de
maéster SAFE). Se colocaron 25 pl de la muestra amplificada en los pocillos del gel y se realizé la electroforesis
a voltaje constante de 100V por 20 minutos. Una vez corrido en gel, se colocd gel en el foto-documentador. Si

se observo una banda correspondio a macho y 2 bandas a hembra.

Inmunohistoquimica

Para conocer los efectos de una dieta alta en grasa sobre los procesos de proliferacion y diferenciacién que
ocurren en la corteza embrionaria se realiz6 una tincién de inmunohistoquimica sobre los cortes coronales de
cerebro embrionario (E15) previamente realizados. En esta etapa los anticuerpos utilizados fueron PHH3,

PAX6, TBR2, TBR1. Para cada procedimiento no se utilizaron todos los anticuerpos debido a incompatibilidad
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de origen. Por tanto, para lograr obtener las imagenes de inmunohistoquimica pertinente se lograron en dos
tinciones donde el protocolo fue el mismo pero la combinacién de anticuerpos, el momento y los cristales a
utilizar fueron distintos. Asi primero se obtuvo una tincion con PHH3, PAX6 Y TBR2. Posteriormente en otra
tincién diferente se procedié con TBR1/TBR2 con distintos cristales. El protocolo se describe a continuacion.
Primero se seleccionaron los cristales con los cortes donde se marcaron los bordes con plumén hidrofébico para
evitar que la solucion blogueadora sobrepase los bordes del cristal. Se procedio6 a los lavados con PBS de los
cristales con las muestras. El PBS es una solucién isoténica, lo que significa que tiene una concentracion de
sales similar a la de las células, contiene cloruro sédico, fosfato sodico, cloruro de potasio y fosfato de potasio.
Al lavar con PBS, se mantienen las condiciones adecuadas para las células y los anticuerpos, evitando cambios
osmoticos que podrian dafiar la muestra. Ademas, el PBS elimina cualquier sustancia no deseada que pueda
estar presente en la muestra, como residuos de OCT. Esto reduce el ruido de fondo y mejora la especificidad
del ensayo. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos en agitacion a 80 revoluciones por minuto para luego dejar los
cristales en una solucién de citrato (Sigma Aldrich, Cat.: ¢8532) a 100 °C por 5 minutos. El citrato se utiliza en
la técnica de inmunohistoquimica para recuperar los epitopos que se han desnaturalizado durante la fijacion.
Una vez hervido, se procedi6 al lavado con PBS por 5 minutos y luego de esto se incubaron los cristales con
solucidn de bloqueo (3% Normal Goat Serum + 0.1% tritdn) por 1 hora a temperatura ambiente en camaras de
incubacién. EL NGS (Normal Goat Serum, Thermo Fisher Scientific) de la solucidn de bloqueo se utiliza para
prevenir la unién no especifica de los anticuerpos a utilizar, mientras que el triton-100 (Winkler), que es un
detergente, es afiadido para garantizar la permeabilizacion de las membranas celulares y que los anticuerpos
puedan reconocer los epitopos de factores de transcripcion al interior del niicleo. Pasado este tiempo, se elimind
la solucidn bloqueadora de los cristales y se afiadié el mix de anticuerpos y se dejoé incubando durante toda la
noche a 4 °C en las camaras de incubacion disefiadas a tal efecto. Para lograr el mix de anticuerpos, estos de
diluyeron en solucién blogueadora con la siguiente concentracion: PHH3 (3377S, Cell Signaling, USA. 1:1000)
hecho en conejo, PAX6 (562388, BD Biosciences 1:200) hecho en ratén, TBR2 (566749, BD Bioscience,
1:300) hecho en rata y TBR1 (AB31940, Abcam, 1:100) hecho en conejo.

El anticuerpo primario, especifico para el antigeno de interés, se incuba con la muestra a 4 °C durante toda la
noche. La baja temperatura ayuda a reducir la velocidad de las reacciones y permite una unién 6ptima y
especifica entre el anticuerpo y el antigeno. Esto mejora la precision y la fiabilidad de los resultados del ensayo.
Después de la incubacién con el anticuerpo primario, se lava la placa minuciosamente para eliminar las
moléculas no unidas. Este paso ayuda a eliminar cualquier unién no especifica que pueda interferir con la
precision del ensayo. En este caso se procedid a lavar los cristales en PBS 3 veces por 5 minutos en agitacion
(80 rpm). Luego de esto se afiadio el mix de segundos anticuerpos A647 anti-conejo, A555 anti-rata, A488 anti-
ratén (Jackson immunoResearch). Todos con una concentracion de 1:200 se diluyeron en solucién blogueadora.
Afadidos los segundos anticuerpos se procedid a incubar con estos durante una hora a temperatura ambiente en
camaras de incubacidn. Pasada la hora de incubacion, se eliminaron los anticuerpos y se afiadié DAPI 1x diluido
en PBS aplicando 200 microlitros a cada cristal y se dejo incubando por 5 minutos. Pasado este tiempo se

lavaron los cristales con las muestras en PBS tres veces por 5 minutos a 80 rpm. Posteriormente los cristales

32



fueron montados con solucion para montaje cubiertos con cubreobjetos y dejados en una carpeta para poder ser

visualizados en el microscopio.

Para la inmunohistoquimica realizada en el dia P14, se analizaron las neuronas excitatorias positivas a SATB2
y TBR1. El protocolo de tincién fue el mismo descrito anteriormente y las concentraciones utilizadas fueron
para el SATB2 1:500 (AB51502, Abcam, rat6n), y para el TBR1 se utilizd 1:400. TBRL1 es un factor de
transcripcion que se expresa en las neuronas de proyeccion posmitéticas que se generan en la etapa embrionaria
temprana (Englund et al., 2005) y en el cerebro posnatal. Asi las neuronas que se encuentran en la capa VI
expresan TBR1 (Crespo et al., 2022). En cuanto a SATB2, al P14 lo podemos encontrar presente en las neuronas
corticales distribuido homogéneamente en la corteza cerebral y se ha descrito ser necesario para la arborizacion
dendritica y el espaciamiento de los somas (L. Zhang et al., 2012).

Para la tincién de los dos grupos principales de interneuronas, se utilizaron los anticuerpos anti-PV (NB120-
11427, Novus Biological. 1:300), con exposicion al citrato de 1 minuto y anti-SST (sc55565, Santa Cruz,
1:400), con una exposicion al citrato de 5 minutos. El resto del procedimiento se mantuvo con las mismas
condiciones antes mencionadas. Los anticuerpos secundarios utilizados en esta ocasion fueron secundario hecho
en burro anti-conejo FITC y secundario hecho en burro anti-ratéon TRITC (Jackson immunoResearch) con una
dilucion 1:200.

Toma de imagenes y Procesamiento de Imégenes

Para la toma de iméagenes se utilizo el microscopio confocal Zeiss LSM 700 con un objetivo de 20x y se tomaron
imagenes de la corteza cerebral en aquellos cortes coronales donde se encontraba la eminencia ganglionica
medial. Se tomé una imagen por hemisferio cerebral que abarcara toda la corteza. Como resultado por cada
cristal, que equivale a un animal, se tomaron en aquellos casos donde fue posible, debido a la integridad de los
cortes, 6 imagenes. Para el procesamiento de las imagenes y conteo celular se utilizd ImageJ y CellProfiler.
Con el primero y auxiliado por un script de Python para la automatizacion del proceso se seleccioné el plano
de la imagen donde mejor se observaban las células a contar teniendo en cuenta la intensidad del plano y
buscando el plano con mayor nimero de células. Por lo general, este plano corresponde al plano central debido
que durante la toma de imégenes en el microscopio se localiz6 el centro del corte y se informoé al software de
microscopia la localizacion de tal manera que el plano central de la imagen final correspondiera al centro del
tejido en cuestion. Una vez localizado el plano de interés donde se realizaria el conteo se exporto este plano
para cada uno de los canales de la imagen. El pipeline con los parametros utilizado en CellProfiler para el conteo
automatico se ajustd a la procedencia de cada set de imagenes. Esto es, las imagenes tomadas el mismo dia
procedente de la misma inmunohistoquimica se utilizaron los mismos valores para el conteo celular de ambas
condiciones (NFD vs HFD) garantizando asi la comparacién entre ambos grupos, pero si fueron de
inmunohistoquimica de distintos dias los valores de los parametros que determinaban el umbral que
determinaba la intensidad por sobre la cual se apreciaban las células, variaron debido a que el ruido fue diferente

en cada set de imagenes. Sin embargo, para mantener la homogeneidad del procesamiento y un correcto analisis
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estadistico y puesto que la pregunta de investigacion requeria analizar el grupo control (NFD) vs grupo
experimental (HFD) los pardmetros no se cambiaron de un grupo a otro, garantizando la integridad de la

comparacion.

Calculo del angulo de division de los AP

Se reconocieron y analizaron las figuras mitéticas en la superficie apical de la zona ventricular. Para esto se
utilizé PHH3, el cual es un marcador de la transicion de G2 a M y por tanto que marca aquellas células que se
encuentran en division. La orientacion del plano de clivaje se determin6 midiendo el angulo del plano de clivaje
con respecto a la superficie ventricular. Solo se contaron las células en fase metafésica y anafésica. Las células
mitéticas se dividieron en tres tipos segun el angulo del plano de clivaje: horizontal (0-30°), oblicuo (30-60°) y
vertical (60-90°). Cada tipo de orientacion se agrup6 por separado y se calculé como la proporcion del total de

células mitéticas contadas.

Determinaciones de metabolitos por métodos espectrofotométricos

La determinacion de colesterol total en suero se realizé mediante el método enzimatico de punto final CHOD-
PAD, el cual se basa en el acoplamiento de las reacciones del colesterol oxidasa y peroxidasa, a través de
peroxido de hidrogeno como intermediario comun. Para la reaccion se utilizd el kit comercial Colesterol
Liquiform (Labtest), se descongelaron las muestras a temperatura ambiente y mezclaron 5 uL de cada muestra
de suero con 500 uL de reactivo enzimético y se incubaron a 37°C por 5 minutos. Como controles, se realizé la
reaccion para estandar de colesterol de 200 mg/dL y agua destilada (blanco reactivo). La medicién de
absorbancia se realizo en fotémetro (Photometer 5010 v5+m Robert Riele) a una longitud de onda de 492 nm,

midiendo consecutivamente el blanco, estandar y posteriormente las muestras.

Triglicéridos en suero

La determinacion de triglicéridos en suero se realizé mediante método enzimatico de punto final, basado en la
una secuencia de reacciones de lipoproteina lipasa, glicerolquinasa, glicerol-3-fosfato oxidasa y peroxidasa;
produciendo el quinoneimina como producto final coloreado a partir de triglicéridos. Para la reaccidn se utilizé
el kit comercial Triglicéridos Liquiform (Labtest). Para ello se descongelaron las muestras a temperatura
ambiente, y mezclaron 5 uL de cada muestra de suero con 500 uL de reactivo enzimatico y se incubaron a 37°C
por 5 minutos. Como controles, se realizé la reaccion para estandar de triglicéridos de 200 mg/dL y agua
destilada (blanco reactivo). La medicion de absorbancia en fotometro (Photometer 5010 v5+, Robert Riele) se

realizé a longitud de onda de 492 nm, midiendo el blanco, estdndar y muestras, consecutivamente.

Colesterol LDL en suero

La determinacion de colesterol LDL en suero se realiz6 mediante una modificacion del método enzimético de
punto final CHOD-PAD, el cual permite excluir a quilomicrones, cVLDL y cLDL previo al paso de oxidacion
de colesterol. Se cuantificaron los niveles de colesterol LDL mediante el kit comercial LDL Cholesterol

liquicolor (Human Diagnostics). Para este fin, se descongelaron las muestras de suero a temperatura ambiente,
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y se mezclaron con 5 uL de estandar calibrador (239 mg/dL en cLDL) y 750 uL de reactivo enzimatico (R1),
incubando a 37°C durante 5 minutos. Posteriormente se agregd 250 uL de sustrato (R2), incubando a 37° por 5

minutos para finalmente medir absorbancia a 555 nm en fotometro (Photometer 5010 v5+, Robert Riele).

Niveles de glucosa en suero

La determinacién de los niveles de glucosa en suero de los animales se realizé mediante método enzimatico de
punto final GOD-PAP, el cual se basa en el acoplamiento de las reacciones de la glucosa oxidasa y peroxidasa,
a través de peroxido de hidrégeno como intermediario comun. Para realizar el ensayo colorimétrico se uso el
kit comercial Glucose Liquicolor (Human Diagnostics), mezclando 5 uL de muestra con 1 mL de reactivo e
incubando por 5 minutos. Reacciones analogas se realizaron con agua para blanco reactivo y con estandar de

glucosa. La medicion de absorbancia a 492 nm se realizd en fotémetro (Photometer 5010 v5+, Robert Riele).

Niveles de citocinas en la placenta

La placenta de las crias se recolect6 a E15 y almacend a -80 °C para la preservacion del tejido a espera de ser
procesado. La placenta se homogeneiz6 en un tampén RIPA (un tipo de solucidn utilizada para romper las
células y liberar las proteinas) con un céctel de inhibidores de proteinas (para prevenir la degradacién de las
proteinas). Brevemente, las muestras se disociaron mecédnicamente para romperlas en partes mas pequefias, y
se sonicaron en hielo. La sonicacion es un proceso que utiliza ondas de sonido para romper las células. Los
lisados celulares se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min a 4 °C. La centrifugacion separa los componentes
de la solucién por su tamafio y densidad. Posteriormente el sobrenadante se almacen6 a -80 °C hasta la

medicion.

En el procedimiento descrito se cuantifican los niveles de citoquinas de IFN-g, IL-5, TNF-qa, IL-2, IL-6, IL-4,
IL-10, e IL-13, que son citocinas importantes en la sefializacion celular de la respuesta inflamatoria. Este analisis
se realiz6 mediante citometria de flujo utilizando el panel LEGENDplexTM MU Th1/Th2 (8-plex)w/VbP V03
(Biolegend). Para preparar las muestras se realizaron diluciones seriadas del estandar y luego se incubaron con
beads a temperatura ambiente durante 2 horas. Los beads estan recubiertas con anticuerpos que se unen a las
proteinas de interés, en este caso las citocinas. Posteriormente, las muestras se lavaron e incubaron con
anticuerpos de deteccién durante 1 hora a temperatura ambiente. Estos anticuerpos se unen a un sitio diferente
en las proteinas de interés. Después de la incubacién y el lavado, las muestras se leyeron en un citometro de
flujo FACS Canto Il. Este instrumento utiliza la luz para detectar y cuantificar las proteinas en las muestras. El
analisis de los datos se realizo con el software LEGENDplexTM. Los resultados se presentaron en graficos para
machos y hembras por separado, expresados en ng/mL. Este procedimiento permitié la deteccién y
cuantificacién de multiples citocinas simultaneamente, lo que proporcioné una vision valiosa de la respuesta

inmunoldgica.

Insulina
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La insulina se determind usando el kit rat/mouse Insulin Enzyme Linked-immunoassay sandwich EDM
Milipore. La cantidad de proteina se detecta por reaccion del conjugado enzimatico con 3,3°,5,5’-
tetrametilbencidina, registrando absorbancia a 450 nm. Los resultados se expresan en ng/ml y se obtienen

interpolando la absorbancia desde la curva estandar.

Andlisis estadistico

El anélisis estadistico y la generacion de los graficos se realizo en el software Prisma. Para la comparacidn entre
los grupos (NFD vs HFD) se utiliz6 la prueba estadistica t-test con correccion de Welch. El tamafio de muestra
utilizado consider6 el nimero de imagen total por cada situacién experimental y no el nimero de cerebros
utilizados para cada grupo experimental. Esto por cada situacion experimental hubo al menos 3 cerebros, de
cada cual se contabilizé el nimero celular en cada uno de los slice de la zona de interés, tomando 6
microfotografias por cada cerebro. Como resultado el nimero de muestra fue al menos de 18 (6 microfotografias
por 3 cerebros embrionarios) para cada condicion (NFD vs HFD). Sin embargo, el nimero de muestra varié
puesto que en algunos experimentos no se pudo tomar 6 microfotografias por cerebro. Para comparar el efecto

de la mHFD de acuerdo con el sexo, se emple6 la h de hedge.
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Resultados

La dieta alta en grasa materna altera la dindmica de la corteza en desarrollo

El efecto de una mHFD fue investigado usando un tiempo corto de exposicién a la HFD que comenzo desde el
dia de la concepcion (EO) y culminé en el dia embrionario 13 (E13) o 15 (E15). En el dia embrionario E13 y
E15 los cerebros fueron disectados, procesados y analizados por inmunohistoquimica. Para evaluar la dinamica
de los progenitores que dan origen a las células de la corteza cerebral se comenz6 analizando los progenitores
intermediarios. Los progenitores intermediarios fueron marcados con TBR2 (figura 3 Ay F) y se observaron
disminuidos en ambos sexos al E13 en la descendencia expuesta a una mHFD (Figura 3 G). En adicién a esto,
el tamafio de efecto medido por la h de Hedge indicé diferencias entre ambos sexos en cuanto al efecto
observado, siendo el efecto grande en las hembras y mediano en los machos (Tabla 1V). Para entender el origen
de la diferenciaen los IPs, se analizaron los AP (Figura 3 By D). Con respecto a los AP, las células que expresan
el factor de transcripcion PAX6, aumentaron en nimero en la condicién experimental, tanto en machos (Figura
3B) como en hembras (Figura 3D), pero este aumento no fue estadisticamente significativo. Sin embargo, al
analizar el tamario del efecto (tabla IV), se vio que habia un efecto medio, es decir, visible al observar los datos,
en los machos, mientras que en las hembras el efecto fue pequefio. También se analizaron los dobles positivos
TBR2/PAX6+ (Figura 3H), lo que no arrojo diferencias significativas en hembras. No se pudo realizar en
machos debido a que no fue posible realizar la inmunohistoquimica PAX6 y TBR2 en simultaneo usando los
mismos cristales por falta de cristales con muestras de tejidos. Teniendo en cuenta que, los IP derivan de
divisiones asimétricas de los AP, se cuantificaron las células marcadas con PHH3. Dicha cuantificacién (Figura
3 C y E) no arrojé diferencias significativas en ambos sexos. En referencia a las neuronas recién generadas
(NN), que se marcan con TBR1 (Figura 3J), se encontré que dicha poblacion celular disminuyé en los machos,
pero no en las hembras. Analizando los dobles positivos TBR1/TBR2 (Figura 3K) no hubo diferencias en los
machos; sin embargo, en las hembras, este doble marcaje se encontrd significativamente aumentado. Estos
resultados sugieren que el efecto difiere de acuerdo con el sexo. En los machos, la evidencia sugiere que la
transicién de AP a IP esté afectada, lo que se manifiesta en una reduccidn en los IP y NN. Por su parte, en las
hembras la evidencia sugiere que la diferenciacion de los IP a NN es la afectada, lo que se manifiesta con un
aumento de células en el proceso de diferenciacion (TBR1/TBR2). En cualquier caso, el efecto sobre los IP es
mayor en las hembras que en los machos (Tabla IV). Los resultados muestran que la mHFD altera el desarrollo
de la corteza cerebral afectando la dindmica celular de los progenitores, asi como la diferenciacion desde el E13

tanto en machos como en hembras, siendo estos efectos diferentes en ambos sexos (Figura 3).
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Figura 3. La dieta alta en grasa materna altera la dindmica celular de los progenitores y la neurogénesis
al E13. A-F Inmunohistoquimica de secciones coronales en el E13. Las filas superior e inferior muestran a los
machos y hembras respectivamente A) Los progenitores apicales (AP) se marcaron con PAX6, los progenitores
intermediarios (IP) con TBR2 y los progenitores que se estaban dividiendo se marcaron con PHH3 tanto para
la dieta control (NFD) como para la dieta alta en grasa (HFD) F) Se tifid a los IP con TBR2 y a las neuronas
recién generadas (NN) con TBR1. B y C) Cuantificacion de PAX6 y PHH3 para machos. D y E) cuantificacién
de PAX6 y PHH3 para hembras G) cuantificacién de las células positivas para TBR2 H) cuantificacién para las
células TBR2+/Pax6+ de los embriones hembras. J) cuantificacion de células TBR1+ K) cuantificacion de
células doble positivas para TBR1 y TBR2 expresadas como porcentajes del TBR2. N es el nimero de cortes
utilizados para cada andlisis (N > 15) para cada condicion. *: p<0.05 **: p<0.01 ***: p<0.001.
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Tabla IV. La mHFD tiene un efecto diferencial en ambos sexos al E13.

Marcadores | Machos p TE Hembras p TE
NFD HFD NFD HFD

PAX6 8272 +|886.2 +|0,06 -0,66 | 6811 +|6861 =*|0,73 -0,12
21.57 21.90 11.23 8.99

TBR2 3964 =+ | 3738 +|0,04 0,59 468.2 +1400.1 <+ 0,0009 | 1,09
6.48 8.69 13.02 14.00

PHH3 2315 =+ |2494 x| 0,26 -0,36 | 22.63 +12033 +|0,24 0,42
1.10 1.12 1.44 1.31

TBR1 90.35 £ |67.04 +|< 1,31 97.85 + 1065 +]|0,14 -0,42
2.82 4.11 0.0001 4.72 3.45

Células positivas para marcadores inmunohistoquimico expresados en media * error estandar para cada una de

las condiciones analizadas y segin sexo. P: p value. TE: tamafio del efecto. Los marcadores utilizados

corresponden a PAX6: progenitores apicales, TBR2: progenitores intermediarios, PHH3: marcador de

proliferacion celular, TBR1: neuronas recién generadas.
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Siguiendo con lo anteriormente expuesto, se analizé el angulo de division de las células apicales que se
encontraban dividiendo. Segun se ha publicado, resulta ser que el angulo de divisién se correlaciona con el
destino de las células hijas. Mientras més cercano a 90° sea el 4ngulo, aumenta la probabilidad de que dicha
division sea simétrica, dando lugar a dos células hijas iguales. Mientras mas cercano a la horizontal sea el angulo
de division, tendremos que la divisién ocurrira de forma asimétrica, dando lugar a un IP y a un AP o NN. El
analisis del angulo de division se muestra en la Figura 4. Para calcular el angulo de division se localizaron las
imagenes mitoticas y se traz6 una linea perpendicular al huso mitdtico. Luego, se calculd el angulo formado
por esta linea y una linea tangente al borde apical de la corteza cerebral (Figura 4A y C). Como se puede apreciar
en el panel B de la figura 4, hubo un incremento significativo en el valor del angulo de division acercandose
este mas a 90° en los machos HFD en comparacion con el control. En las hembras, el dngulo no aumentd
significativamente en respuesta a una HFD. Al clasificar los angulos (Figura C-D) encontrados en 3 categorias:
recto (entre 60° y 90°), oblicuo (entre 30° y 60°) u horizontal (menor a 30°), se observo que una dieta mHFD
modifico el angulo de division en la descendencia masculina, pero no en las hembras expuesta a mHFD. Este
resultado se alinea con el anterior donde se observé un aumento en los AP selectivamente en machos, lo que
determinaria una disminucién de los IP y subsecuentemente de las NN. Por su parte en las hembras domina el
efecto de una diferenciacion aumentada de los IP a NN.
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Figura 4. La mHFD modifica el angulo de divisién en los machos aumentando la tasa de divisiones
simétricas de los AP. A) Imagen ilustrativa de las lineas utilizadas para cuantificar el angulo de division de las
figuras mitéticas B) cuantificacion del angulo de division en ambos sexos expresados en grados sexagesimales
C) Categorias utilizadas para clasificar los angulos calculados, donde el angulo vertical es el mas cercano a 90

grados. D) chi-test para variables categoéricas. *: p<0.05
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Después de analizar E13, se analizé la dinamica de los progenitores en el E15, luego de 15 dias de una mHFD
(Figura5 Ay F). Los IP continuaron disminuidos al E15 (Figura 5C) siendo las hembras (373.5 £ 6.388 N=19
vs 337.7 + 6.555 N=23) las mas afectadas con un tamafio de efecto de 1.20 vs 0.74 contra los machos, 395.0 +
14.03 N=16 vs 373.5 £ 6.388 N=19 (Tabla V). Sin embargo, los AP no se encontraron afectados (figura 5B) ni
en machos (730.4 = 15.01 N=18 vs 722.5 + 13.96 N=24) ni en hembras (723.0 £ 11.62 N=19 vs 728.3 + 16.08
N=23), a pesar de que las células marcadas con PHH3 estuvieron disminuidas en los embriones machos (30.13
+ 1.289 N=24 vs 23.67 £ 1.060 N=18, p= 0.0004) de aquellas ratonas expuestas a una HFD (Figura 5E). Los
doble positivos TBR2/PAX6 (Figura 5D), que hablan sobre la transicion de los AP a IP no se encontr6 alterado
en ningln sexo (machos: 42.16 + 0.6583 N=18 vs 42.58 + 0.7396 N=18 p = 0.68; hembras: 42.97 + 0.6671
N=19 vs 42.14 + 0.5554 N=23, p = 0.34). En el caso de las NN (Figura 5G), en ambos sexos se encontraron
disminuidos en la descendencia de madres expuestas a HFD (machos: 342.8 + 7.980 N=17 vs 307.6 + 9.775
N=19; hembras: 322.8 + 7.090 N=13 vs 296.7 + 8.467 N=17), ademas el efecto (tabla V) fue mayor en los
machos (h = 0,92) que en las hembras (h=0,85). En esta etapa (E15) del desarrollo de la corteza cerebral no se
puede analizar la transicion de TBR2 a TB1, usando dobles positivos TBR2/TBR1, ya que estas poblaciones
celulares estan muy separadas entre si (Figura 5 F). Con esto observamos que el efecto sobre machos y hembras
es diferencial. Mientras los machos son afectados en mayor manera en los APs de manera mas temprana, las
hembras se ven afectadas en los IPs de forma tardia entre los dias E13 y E15, impactando en ambos casos en
las NN a E15.
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Figura 5. La mHFD altera a los progenitores intermediarios al E15. A) Tincién inmunohistoquimica para
PAX6, TBR2, PHH3, en ambas condiciones para machos (fila superior) y hembras (fila inferior) B)
cuantificacién de células PAX6+ C) cuantificacion de células TBR2+ D) cuantificacion de dobles positivos
TBR2/PAX6 E) Cuantificacion de células PHH3+ F) Tincién inmunohistoquimica para TBR1y TBR2, machos
mostrados en la fila superior y hembras mostradas en la fila inferior G) Cuantificacién de células TBR1+. N es
el nimero de cortes utilizados para cada analisis (N > 15) para cada condicion. *: p<0.05 **: p<0.01 ***:
p<0.001
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Tabla V. La mHFD tiene un efecto diferencial en ambos sexos al E15.

Marcadores | Machos p TE Hembras p TE
NFD HFD NFD HFD

PAX6 7304 +| 7225 +|0,7005 | 0,019 7230 +|7283 +|0,7906 |-0.08
15.01 13.96 11.62 16.08

TBR2 3950 +|361.8 +|0,0415 | 0,74 3735 +|337.7 +|0,0004 |1,20
14.03 5.920 6.388 6.555

PHH3 30.13 | 23.67 | 0,0004 1,178 37.00 *|33.70 =+ |0,1530 0,45
1.289 1.060 1.775 1.404

TBR1 3428 +|307.6 | 0,0087 0,924 3228 *|296.7 =+ | 0,0258 0,85
7.980 9.775 7.090 8.467

Células positivas para marcadores inmunohistoquimico expresados en media + error estandar para cada una de

las condiciones analizadas y segun sexo. Nota: p value. TE: tamafio del efecto.
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Teniendo en cuenta las alteraciones en las poblaciones celulares que ocurrieron en esta etapa, proseguimos con
el analisis morfoldgico cerebral al E15 (Figura 6). En machos y hembras, el ancho de la corteza dorsal (Figura
6D), dorsolateral (Figura 6E) y lateral (Figura 6F) disminuy6 en la descendencia de las ratonas expuestas a una
HFD en el modelo corto en comparacion con la dieta control. En ambos sexos, se evidencié una disminucion
del ancho del plato cortical (Figura 6G-I), reflejando la disminucién de neuronas generadas en el analisis de
inmunohistoquimica. Sin embargo, la diminucion del tamafio cerebral s6lo se evidencié en los machos de
aquellas madres expuestas a una HFD (Figura 6A).
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Figura 6. Una mHFD afecta la morfologia cerebral al dia E15. A) Corte ilustrativo con linea de referencia
para el calculo de la longitud horizontal de un hemisferio. B) Cuantificacion del tamarfio cerebral basandose en
la longitud horizontal de los hemisferios C) llustracién de las lineas utilizadas para el calculo del ancho de la
corteza en la region lateral, dorsolateral y dorsal. D) Cuantificacién del ancho de la corteza en la region dorsal.
E) Cuantificacion del ancho de la corteza en la region dorsolateral. F) Cuantificacion del ancho de la corteza en
la regidn lateral G) Imagen que muestra la linea utilizada para el cémputo del anchi del plato cortical de la
region dorsolateral. H) Cuantificacion del ancho del plato cortical de la regién dorsolateral en machos 1)
Cuantificacion del ancho del plato cortical de la region dorsolateral en hembras. N es el nimero de cortes

utilizados para cada andlisis (N > 15) para cada condicion. *: p<0.05, ***: p<0.001
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La dieta alta en grasa materna altera la dinamica de los progenitores ubicados en el subpallium

Hasta aqui el foco de la investigacion estuvo en la neurogénesis dorsal. Sin embargo, nos preguntamos si
similares alteraciones existirian en los procesos que ocurren en el subpallium. A E15, en esta region ocurre la
proliferacion de células que posteriormente originaran interneuronas y migraran a la corteza cerebral. La figura
7 muestra el marcaje de células positivas a PHH3 en la eminencia media, asi como su respectiva cuantificacion
en E13 (Figura 7 A-E) y E15 (Figura 7 F-J). Mientras que las células cuantificadas en el E13 seran las que
mayoritariamente daran origen a las interneuronas que expresan somatostatina: en el E15 proliferan las células
gue mayoritariamente daran origen a un grupo importante de interneuronas que expresan parvalbimina. En
cuanto al nimero de células proliferativas totales (Figura 7 E) marcadas con PHH3 en el E13 se evidencio una
disminucion en la situacién experimental con respecto al control tanto en machos (134.9 + 4.977 N=66 vs 118.3
+ 3.568 N=49, p = 0,0080) como en hembras (141.6 + 4.991 N=46 vs 124.2 + 4.545 N=32, p = 0,0117). Al
segmentar estas células proliferativas totales en cuanto a su ubicacion de acuerdo con las que se encuentran en
el borde ventricular (Tipo 1) y las que no (Tipo 2), como resultado se obtuvo que no hubo diferencias
significativas en las células Tipo 1 (Figura 7 C) en machos (33.24 + 0.8561 N=66 vs 33.33 + 1.137 N=49,
p=0,9530) ni en hembras (35.93 £ 0.8957 N=46 vs 36.81 + 1.487 N=32, p=0,6153). Mientras que en las células
proliferativas tipo 2 (Figura 7 D) se observo una disminucién en la situacion experimental si lo comparamos
con el control, un efecto que se observo tanto en machos (101.6 + 4.579 N=66 vs 85.02 + 3.534 N=49, p=0.0049)
como en hembras (105.7 £ 4.971 N=46 vs 87.38 + 4.439 N=32, p=0,0075).

Por otra parte, se realizé el mismo analisis en la eminencia media en el E15 (Figura 7 F-J) constatandose
resultados distintos a los observados en el E13. Comenzando por las células marcadas con PHH3 totales (Figura
7 J) se observé que hubo un aumento en la situacidn experimental vs la situacion control afectandose tanto
machos (116.1 + 10.37 N=25 vs 147.9 + 6.631 N=28, p=0,0136) como hembras (108.6 + 8.534 N=45 vs 139.1
+ 6.587 N=35, p =0.0060). Continuando con la cuantificacion de las células tipo 1 (Figura 7 H) no se observé
diferencia significativa ni en hembras (16.69 + 0.9346 N=45 vs 19.06 + 0.9658 N=35, p=0,0821) ni en machos
(16.52 £ 0.8890 N=25 vs 18.29 + 0.8243 N=28, p=0.15). En cuanto a las células tipo 2 (Figura 7 ), se observo
que las células proliferativas aumentaron en la descendencia de madres expuestas a una dieta alta en grasa tanto
en machos (99.60 £ 9.929 N=25 vs 129.6 + 6.838 N=28, p=0,0169) como en hembras (91.93 + 7.942 N=45 vs
120.0 + 6.506 N=35, p=0,0077).
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Figura 7. La dieta materna alta en grasa altera la proliferacion de células en la eminencia media tanto
en E13 como E15. La fila superior A-E e inferior F-J muestras los resultados encontrados a E13 y E15
respectivamente. A-B) Inmunohistoquimica de la eminencia media de secciones coronales en el E13. F-G)
Inmunohistoquimica de la eminencia media de secciones coronales a E15. C, H) Cuantificacion de células
positivas para PHH3 que se encuentran en el borde apical. D, 1) Cuantificacion de células positivas a PHH3 que
se encuentran fuera del borde apical. E, J) Cuantificacién de células positivas para PHH3 total. N es el nimero
de cortes utilizados para el analisis (N > 15) de cada condicién. *: p<0.05, **: p<0.01
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Los efectos de la dieta alta en grasa materna se manifiestan al nacer con la alteracién del tamafio y
distribucién de las poblaciones neuronales

Teniendo en cuenta los efectos de la mHFD sobre los progenitores neuronales ademas del proceso de
neurogénesis que acontecié hasta el E15 nos preguntamos sobre los efectos de esta intervencion en la corteza
cerebral posnatal. Para entender esto, se dio una HFD desde el apareamiento hasta E15 y luego se cambid la
dieta por una dieta control hasta el fin del experimento. Para evaluar el resultado de esta intervencion, se
realizaron tinciones de inmunohistoquimica contra las principales poblaciones neuronales excitatorias. Se usé
TBRL1: el mismo que en el periodo prenatal y SATB2, factor de transcripcién expresado en neuronas excitatorias

de capas superiores, pero distribuido en todo el ancho la corteza cerebral en el P14.

La figura 8 muestra el analisis de inmunohistoquimica para células positivas a SATB2 Y TBR1, asi como la
segmentacion de la corteza cerebral en bins de las crias en el P14 en una intervencion corta de dicha dieta.
Comenzando con las células positivas a SATB2 se observé una reduccion significativa en ambos sexos en la
situacion experimental con respecto al control (Figura 8 C) en machos (847.9 £+ 28.87 N=14 vs 753.9 + 21.37
N=15; p=0.0151) como en hembras (783.7 £ 23.26 N=25 vs 655.1 + 28.98 N=15; p=0,0016). Segmentando la
corteza cerebral (Figura 8G) se encontré que en los cerebros de los machos hubo un aumento de SATB2 en
proporcion al total de células SATB2+ en bins #1, 2 y 3, disminuyendo en el bin #5. Mientras, en las hembras,
este aumento ocurrié en el bin #2 acompafado de una disminucion significativa de células presentes en el bin
#8 (Figura 8H). En el resto de los bins no hubo diferencias significativas. Continuando con la cuantificacion de
la poblacion neuronal que expresa TBR1 (Figura 8 E-F) se encontrd que ocurrié una disminucion en el nimero
de células en la corteza cerebral de las hembras de madres expuestas a una dieta alta en grasa durante el
embarazo y no en los machos (Figura 8E). Sin embargo, si se analizan las células TBR1+ presentes en las capas
maés profundas de la corteza (Figura 8F), la disminucidn esta presente en las crias, tanto hembras como machos,
de madres expuestas a HFD. La disminucion de esta poblacion afect6 la distribucion de estas células al dividir
la corteza cerebral en bins. Hubo un aumento de células TBR1+ en los bins # 1, 2, 3 en los machos de madres
expuestas a HFD (Figura 81). Mientras que en las hembras expuestas a mHFD se encontré un aumento en

proporcion del total de células TBR1+, en los bins # 2 y una disminucidn en los bins # 8 y 10 (Figura 8J).
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Figura 8. La dieta materna alta en grasa modifica el nimero de células excitatorias presentes en la corteza
cerebral de la descendencia en el P14. A-B) Inmunohistoquimica de la corteza cerebral en cortes coronales
contra SATB2 y TBR1. C) Ancho de la corteza cerebral D) Cuantificacion de neuronas excitatorias que
expresan SATB2. E) Cuantificacion de neuronas positivas a TBR1 en todas las capas de la corteza F)
Cuantificacion de células TBR1 positivas en las 2 capas inferiores de la corteza cerebral. G-H) Cuantificacion
del nimero de células positivas para SATB2 dividiendo la corteza cerebral en 10 bins. 1-J) Cuantificacion por
bins de células positivas a TBR1 de la corteza cerebral. N es el niamero de cortes utilizados en cada anélisis (N
> 15) por condicion. *: p<0.05 **: p<0.01 ***: p<0.001
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En los circuitos corticales son mas abundantes las neuronas excitatorias, pero las neuronas inhibitorias, llamadas
también interneuronas, se encargan de regular el circuito y por tanto juegan un papel fundamental en el correcto
funcionamiento de estos. En cuanto a las interneuronas se refiere, en este estudio se analizé la proliferacion de
las células que localizandose en la eminencia media en el periodo embrionario migrarian hacia la corteza donde
formaran los circuitos antes mencionados. Por tanto, se estudiaron las poblaciones de interneuronas mas
importantes localizadas en la corteza cerebral. En la figura 9 se observa el analisis de imagenes de microscopia
usando inmunohistoquimica de las interneuronas presentes en la corteza cerebral de cortes coronales realizados
a nivel de la corteza somatosensorial en el P14 en la descendencia de madres expuestas a una dieta control o
alta en grasa. En los paneles superiores (Figura 9 A-D) se observa el analisis de las interneuronas que expresan
somatostatina. La cuantificacion de esta poblacion celular (Figura 9E) reveld que en la situacion experimental
hubo una disminucion significativa en tanto en machos (23.52 + 0.8513 N=27 vs 16.57 + 1.186 N=23, p <
0.0001) como hembras (26.39 + 1.447 N=38 vs 21.33 + 1.882 N=30, p=0.034). También se analizé otra
poblacion de interneuronas: las que expresan parvalbumina (Figura9 F-1). Como resultado de la cuantificacion
(Figura 9J), dicha poblacion se encontr6 aumentada tanto en machos (16.93 + 0.6583 N=29 vs 19.31 £+ 0.8974
N=32, p=0,0368) como en hembras (17.56 + 0.8013 N=39 vs 23.59 + 1.094 N=37, p< 0.0001).
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Figura 9. La dieta materna alta en grasa modifica el nUmero de interneuronas presentes en la corteza
cerebral de la descendencia en el periodo posnatal. En la fila superior se analiza las interneuronas que
expresan somatostatina y en la fila inferior se observa el andlisis de las interneuronas que expresan
parvalbdmina. A-D) Inmunohistoquimica para somatostatina de la corteza cerebral en secciones coronales. E)
cuantificacién de neuronas que expresan somatostatina. F-1) Inmunohistoquimica para parvalbimina de la
corteza cerebral en secciones coronales. J) cuantificacion de neuronas que expresan parvalblmina. *, p<0.05;

***: p<0.001
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Los efectos de una mHFD sobre el desarrollo de la corteza cerebral de la descendencia dependen del
tiempo de exposicion a esta.

Hasta ahora hemos analizado los efectos de una dieta materna alta en grasa por un periodo agudo desde el inicio
del embarazo en el desarrollo de la corteza cerebral embrionaria y sus consecuencias para la etapa posnatal.
Ahora bien, cabe preguntarnos: ;este efecto sera diferente si extendemos la dieta materna alta en grasa 4
semanas o incluso 10 semanas antes del embarazo. Aunque se sabe que los habitos alimentarios pueden alterarse

durante el embarazo también es una condicién prevalente la presencia de obesidad antes del embarazo.

Para responder esta pregunta se decidio realizar el mismo andlisis de la etapa embrionaria. Comenzando con
una exposicion de una dieta materna alta en grasa que comenzé 4 semanas antes del apareamiento, se logré el
analisis de los progenitores apicales, intermediario y las primeras neuronas recién generadas, lo que se muestra
en la figura 10 y tabla V. De manera destacable, una exposicién prolongada a una dieta materna alta en grasa
alter6 la dindmica de los progenitores y la formacion de nuevas neuronas. En detalle, los progenitores apicales
disminuyeron en la descendencia de las madres expuestas a una HFD en ambos sexos (Figura 10 C) mientras
que en el caso de los progenitores intermediarios (Figura 10 D) se observo que hubo una disminucion
significativa en las hembras expuestas a una mHFD, pero no en los machos. Se asoci6 a la reduccion del nimero
de doble positivos TBR2/PAX6 en las hembras por la situacion experimental y no en los machos (Figura 10
G), mientras que las células que proliferaban marcadas con PHH3 (Figura 10 E-F) bajaron tanto el nimero
como el valor normalizado por la poblacion de PHH3 en ambos sexos. Sin embargo, si cuantificamos el nimero
de NN, encontramos que sélo en los machos hubo diferencias significativas, obteniéndose que los machos
expuestos a una mHFD presentaron un aumento en el nimero de NN, mientras que las hembras no hubo

diferencias significativas.
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Figura 10. La exposicion prolongada (1 mes antes de la estera) a un mHFD altera adicionalmente la
dindmica de las células progenitoras y la neurogénesis en E15 A-B) Inmunotincién de cortes corticales
coronales en E15. C) Cuantificaciones de PAX6 y PHH3 para hombres y mujeres. D) cuantificacion de células
TBR2 positivas. E) cuantificacion de células PHH3 positivas. F) cuantificacion de células PHH3 positivas en
porcentaje (%) G) cuantificacion de doble marcaje con TBR2 y PAX6 expresadas como porcentaje de PAXG.
H) cuantificacion de TBR1 (p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; n = 3).
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Tabla VI. La exposicion prolongada (1 mes antes del apareamiento) a una mHFD tiene un efecto diferencial

en ambos sexos al E15.

Marcadores | Machos p TE Hembras p TE
NFD HFD NFD HFD

PAX6 663.2 + | 587.9 + | 0,0057 0.944 648.7 + | 6048 =+ |0,0361 0.657
16.39 19.55 13.71 14.90

TBR2 418.6 + | 390.6 + | 0,0797 0.603 413.0 +|386.0 =+ |0,0132 0.793
13.99 5.943 8.739 5.500

PHH3 29.39 +|16.95 | < 1.939 2581 + 1914 + (< 1.349
1.908 0.8802 0.0001 1.243 0.8318 0.0001

TBR1 406.7 + | 436.9 + | 0,0452 -0.706 4154 + | 4119 + | 0,8349 0.069
10.31 10.12 10.10 13.05

Nota: Células positivas para marcadores inmunohistoquimico expresados en media * error estandar para cada

una de las condiciones analizadas y segun sexo. p value. TE: tamafio del efecto. Los marcadores utilizados

corresponden a PAX6: progenitores apicales, TBR2: progenitores intermediarios, PHH3: marcador de

proliferacion celular, TBR1: neuronas recién generadas.
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Para complementar el estudio se decidié analizar la morfologia cerebral (Figura 11). En cuanto al tamafio
cerebral medido por la longitud horizontal de los hemisferios no se observaron diferencias significativas en
ambas situaciones. El ancho de la corteza cerebral en la regidn dorsal ni dorsolateral presentd cambio
significativo en ninguno de los sexos cuando se compard la descendencia de madres expuestas a una dieta alta
en grasa con relacién a las madres que recibieron una dieta control. Sin embargo, en la region lateral hubo una
disminucion significativa en la descendencia masculina de madres expuestas a una dieta alta en grasa con
respecto al control, pero no en las hembras, aunque en esta Ultima hubo una tendencia a disminuir, pero la
diferencia no fue estadisticamente significativa. Por Gltimo, en el plato cortical hubo un aumento en el ancho
en los machos obtenidos de la situacién experimental mientras que en las hembras no hubo diferencias
significativas entre ambas situaciones. Estos resultados sugieren que una los efectos de una mHFD prolongada
son diferentes con relacion a una intervencién aguda durante el embarazo, con mecanismos celulares totalmente

distintos.
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Figura 11. Una mHFD prolongada 1 mes antes del apareamiento afecta la morfologia cerebral al dia E15.
A) Corte ilustrativo con linea de referencia para el célculo de la longitud horizontal de un hemisferio. B)
Cuantificacion del tamafio cerebral basdndose en la longitud horizontal de los hemisferios C) Ilustracion de las
lineas utilizadas para el célculo del ancho de la corteza en la region lateral, dorsolateral y dorsal. D)
Cuantificacion del ancho de la corteza en la region dorsal. E) Cuantificacion del ancho de la corteza en la region
dorsolateral. F) Cuantificacion del ancho de la corteza en la region lateral G) Imagen que muestra la linea
utilizada para el cobmputo del anchi del plato cortical de la region dorsolateral. H) Cuantificacion del ancho del

plato cortical de la region dorsolateral.
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Diez semanas de tratamiento con una HFD previos al embarazo aumentan los efectos observados sobre
el desarrollo de la corteza cerebral

Los efectos sobre el desarrollo de la corteza cerebral embrionaria producto de una exposicion prolongada, 10
semanas antes del apareamiento, de una dieta materna alta en grasa se muestra en la Figura 12 y la cuantificacion
se observa en la tabla VI. Los progenitores apicales marcados con PAX6 (Figura 12 C) disminuyeron
significativamente si comparamos la situacion experimental con el control en ambos sexos (Machos: 660.4 +
15.40 N=19 vs 547.9 + 18.18 N=17, p< 0.0001; Hembras: 712.0 + 22.29 N=17 vs 516.1 + 13.27 N=15,
p<0.0001). En cuanto a los progenitores intermediarios (TBR2 positivos, Figura 12 D), no se encontraron
diferencias significativas (Machos: 332.0 £ 7.587 N=19 vs 338.9 + 8.147 N=17, p<0.001); Hembras: 364.1 =
7.646 N=17 vs 354.7 + 7.450 N=15, p= 0,3866). Sin embargo, cuando se analizaron las células doble positivas
para TBR2/PAX6 (Figura 12 E), se observo un aumento de estas en la situacion experimental en ambos sexos
(Machos: 30.00 + 1.045 N=19 vs 40.62 + 0.7257 N=16, p<0.0001; Hembras 36.48 + 0.7563 N=17 vs 41.83 +
0.6369 N=15, p< 0.0001). La cuantificacion de células marcadas con PHH3 (Figura 12 F) no arroj6 diferencias
significativas (Macho: 21.68 + 0.8985 N=19 vs 18.94 + 1.066 N=17 p=0,0578; Hembras: 22.59 + 1.085 N=17
vs 20.07 + 1.385 N=15, p=0,1633), pero cuando esta es normalizada usando la poblacién de PAX6 (Figura 12
G), como resultado se encontro que estas células estdn aumentadas en ambos sexos (Machos: 3.191 + 0.1097
N=18 vs 3.609 + 0.1369 N=16 p=0,0238; Hembras: 3.223 + 0.1807 N=17 vs 3.911 + 0.2800 N=15, p=0,0500).
Por dltimo, se analizé las neuronas recién generadas marcadas con TBR1 (Figura 12 H); se observd que esta
poblacion se encontré aumentada tanto en machos (301.4 = 10.92 N=16 vs 359.6 + 5.762 N=18, p<0.0001)
como en hembras (286.1 £11.59 N=19 vs 339.4 + 11.50 N=14 p<0.0001) en los embriones de madres expuestas

a una dieta alta en grasa.

En cuanto al tamafio del efecto de la mHFD de la descendencia (tabla V1), calculada por la h de Hedge se
observd que los AP en los machos tuvieron un tamarfio de efecto grande (h=1.54) y en las hembras un tamafio
de efecto mediano (h=0.55). Los IP, mostraron un tamafio de efecto pequefio tanto en hembras (h=0.35) como
en machos (h=-0.41) ademas de inverso puesto que son de signos contrarios. Las células positivas a PHH3, se
observd un efecto mediano en los machos (h=0.64) y pequefio en las hembras (h=0.35). La mHFD tuvo un
efecto muy grande y negativo, lo que implica que la descendencia expuesta a mHFD tuvo una media mayor que

la expuesta a una dieta control, tanto en machos (h=-1.6) como en hembras (h=-1.4)
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Figura 12. La exposicion prolongada a una dieta materna alta en grasa por 10 semanas antes del
embarazo altera la dindmica de los progenitores y la generacion de nuevas neuronas. A-B)
Inmunohistoquimica de secciones coronales de la corteza cerebral al E15. C) Cuantificacion de PAX6 para
machos y hembras. D) cuantificacion para células positivas a TBR2 E) cuantificacion de células doble positivas
para TBR2 Y PAX6. F) Cuantificacién a células positivas a PHH3 G) Porcentaje de células positivas a PHH3
del total de PAX6. H) Cuantificacién de neuronas recién generadas, N>= 15).
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Tabla VII. La exposicion prolongada (10 semanas antes del apareamiento) a una

diferencial en ambos sexos al E15.

mHFD tiene un efecto

Marcadores | Machos p TE Hembras p TE
NFD HFD NFD HFD
PAX6 660.4 + |547.88 <+ |<0.0001 | 1.54 712 +|516.06 +
<.001 | 0.551
15.39 18.18 22.28 13.26
TBR2 357.84 +| 37235 +|0.218 -0.411 364.11 + | 354.73 +
0.386 0.349
7.5 8.7 7.6 7.45
PHH3 2168 +|1894 +|0.058 0.644 2258 +|20.06 =+
0.163 0.355
0.8 1.06 1.08 1.38
TBR1 3014 +£|3596 =+ |<0.0001 |-1.606 286.1 +|3394 =+
<.0001 |-14
10.92 5.762 11.59 11.50

Nota: Células positivas para marcadores inmunohistoquimico expresados en media * error estandar para cada

una de las condiciones analizadas y segln sexo. p value. TE: tamafio del efecto. Los marcadores utilizados

corresponden a PAX6: progenitores apicales, TBR2: progenitores intermediarios, PHH3: marcador de

proliferacion celular, TBR1: neuronas recién generadas.
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La mHFD afecta el peso de la placenta y el cerebro dependiendo del tiempo de exposicion

La figura 13 muestra el peso placentario y cerebral de la descendencia de madres expuestas a una dieta alta en
grasa en 2 de los modelos estudiados: intervencion corta (15 dias) y la intervencién mas prolongada (10 semanas
antes del apareamiento). El peso de la placenta en el modelo corto disminuyé en la descendencia de madres
expuestas a HFD con respecto a la descendencia de madres expuestas a una dieta normal. Si separamos el sexo
de la descendencia vemos que en el caso de las hembras disminuy6 el peso significativamente, no asi en los
machos, pero la tendencia a disminuir es clara. En cuanto al peso del cerebro se observd, que, en este modelo
corto, disminuyd significativamente el peso del cerebro (Figura 13 C) y en ambos sexos se pudo constatar dicha
disminucion (Figura 13 D). Con respecto al modelo prolongado, se observé el fendémeno contrario: si bien no
hubo diferencia significativa en el peso placentario juntando los embriones de ambos sexos ni separandolos, si
se observa una tendencia al aumento del peso placentario en la descendencia expuesta a mHFD. En cuanto al
peso cerebral en este modelo prolongado, se observd que juntando ambos sexos se obtuvo un aumento en el
peso cerebral de aquellos cerebros expuestos a una mHFD. Sin embargo, al separarlos por sexo obtuvimos que

solo en las hembras el aumento fue significativo, pero en los machos se observé una tendencia al aumento.
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Figura 13. La dieta alta en grasa materna altera el peso placentario y del cerebro de la descendencia. En
los paneles superiores A-D, se muestran los resultados respecto al modelo de intervencion de 15 dias mientras
en los paneles inferiores E-H se muestran los resultados correspondientes al modelo que comenz6 10 semanas
antes del apareamiento. A, E) Peso placentario de ambos sexos B, F) peso placentario separado por sexo C, G)
Peso del cerebro de la descendencia D, H) Peso del cerebro de la descendencia separado por sexo (* p<0.05,
*** n<0.001, N representa cada embrion)
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HFD y estado inflamatorio

En busca de un mecanismo que estuviera mediando el efecto de la HFD sobre el desarrollo de la corteza cerebral,
se optd por analizar distintas citoquinas tanto en el plasma de las madres como en la placenta. La figura 14
muestra los niveles de IFN-g, IL-5, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10, y IL-13 en el suero materno de las ratonas
expuestas ya sea a una NFD o HFD por 15 dias desde el momento del apareamiento. Desafortunadamente no
hubo suficientes puntos para realizar un analisis estadistico. Sin embargo, se aprecié una disminucién de la IL-

2, IL-6 y la IL-13; ademas de una tendencia al aumento de la IL-4 y la IL-10.
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Figura 14. Citocinas en suero materno de la intervencién aguda (15 dias). A) Niveles de IFN-gamma B)
niveles de IL-2 C) niveles de IL-4 D) niveles de IL-6 E) niveles de TNF-a F) niveles de IL-13 G) niveles de
IL-10.
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La produccién de citoquinas se ha demostrado que contribuye al desarrollo y funcion normales tanto de la
placenta fetal como del cerebro. Por lo tanto, hipotetizamos que el consumo de una dieta alta en grasas induciria
cambios en la expresion de citocinas en el tejido placentario de la descendencia. Dividimos el tejido placentario
entre las crias hembras y machos, basdndonos en los efectos sexualmente dismorficos observados en el cerebro.
De las 8 citocinas, solo se detectaron IL-5, TNF-a e IL-6 tanto en hembras como en machos (Figura 15). No
se observaron cambios significativos en los niveles de IL-5 entre el grupo de dieta normal y el grupo de alta
grasa (Figura 15 A). Sin embargo, se observé un aumento significativo en la expresién de TNF-o, (p<0.01) en
las crias hembras de madres alimentadas con una dieta alta en grasas en comparacion con las madres
alimentadas con una dieta normal, sin cambios significativos en las crias machos (Fig. 15 B). Ademas, los
niveles de IL-6 disminuyeron significativamente en las crias machos de madres alimentadas con una dieta alta
en grasas en comparacion con las madres que recibieron una dieta normal, sin cambios significativos en las
crias hembras (Fig. 15 C). Cabe destacar que IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 solo se detectaron en el tejido
placentario de las crias hembras (Fig D-G). No se detectd expresion de IL-13 en el tejido placentario de ninguna

de las muestras.
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Figura 15. Niveles de citoquinas en la placenta. La fila superior (A-C) representa los niveles de citoquinas
encontradas en ambos sexos. Las filas inferiores (D-G), representan los niveles de citocinas encontradas solo
en las placentas de las hembras. A) cuantificacion de los niveles de IL-5 B) cuantificacion de los niveles de
TNF-a C) cuantificacion de los niveles de IL-6 D) cuantificacion de los niveles de IFN-y E) cuantificacion de

los niveles de IL-2 F) cuantificacion de los niveles de IL-4 G) cuantificacion de los niveles de I1L-10
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La tabla VII muestra la analitica de suero materno. Las columnas de la izquierda representan los valores del
suero materno de la intervencion aguda mientras los valores de las dos columnas de la derecha representan la
intervencion prolongada (10 semanas antes del apareamiento). Las muestras se procesaron en singular debido
a que del suero materno también se analizarian las citoquinas. No se observaron diferencias significativas en
ninguna de las variables analizadas. En el caso de la glicemia las madres expuestas a HFD aguda no hubo
diferencias significativas (277.0 £ 99.00 N=2 vs 306.5 = 96.50 N=2). Siguiendo con la intervencion corta, los
triacilglicéridos tuvieron valores de 41.30 + 5.668 N=2 en la situacién control vs 35.63 + 21.05 N=2 en la
situacion experimental. El colesterol total tuvo valores de 83.39 + 13.17 N=2 vs 89.00 £+ 11.00 N=2 mientras
los valores del colesterol HDL fueron de 74.57 + 4.176 N=2 vs 80.50 + 10.50 N=2. La insulina por su parte
tuvo valores en el suero materno de 3.805 + 1.285 N=2 para las madres expuestas a NFD y de 1.575 + 0.485
N=2 para madres expuestas a HFD. En la exposicion de 10 semanas antes del apareamiento no se pudo hacer
un andlisis estadistico porque la muestra por cada condicién era igual a uno. Pero se observo en la situacion
control una glicemia igual a 56,52 y en la condicion experimental 64,13. En cuanto a los triacilglicéridos se
observo valores de 56,83 N=1 vs 64,48 N=1; colesterol total 50 N=1 vs 44 N=1, HDL 62,04 N=1 vs 70,39 N=1
y por Gltimo los valores de la insulina fueron de 1.205 N=1 para las madres expuestas a NFD y 1.095 N=1para

las expuestas a HFD.
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Tabla VIII1. Analitica de suero materno.

Aguda Prolongada

NFD HFD NFD HFD
Glicemia (mg/dL) | 277.0 £ 99.00 N=2 | 306.5+ 96.50 N=2 | 56,52 N=1 64,13 N=1
TAG (mg/dL) 41.30 £5.668 N=2 | 35.63+21.05N=2 | 56,83 N=1 64,48 N=1
Colesterol (mg/dL) | 83.39 + 13.17 N=2 | 89.00 + 11.00 N=2 | 50 N=1 44 N=1
HDL mg(dL) 74.57 +4.176 N=2 | 80.50 + 10.50 N=2 | 62,04 N=1 70,39 N=1
Insulina (ng/mL) 3.805+1.285 N=2 | 1.575+0.485 N=2 | 1.205 N=1 1.095 N=1

Nota. Las columnas de la izquierda representan los valores del suero materno de la intervencion aguda mientras

los valores de las dos columnas de la derecha representan la intervencion prolongada (10 semanas antes del

apareamiento)
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Discusion

La dieta materna alta en grasa altera la neurogénesis de la descendencia

En el desarrollo de la corteza, la neurogénesis requiere de la sobrevivencia, la renovacion y la diferenciacion
de los progenitores apicales y la generacion de los intermediarios que amplifican la generacion de neuronas.
Considerando esto, se discutira el proceso de neurogénesis iniciando la generacion de neuronas excitatorias que
surgen de los AP, distinguiendo por separado hembras y machos y analizando los tres modelos por separado.
Comenzaremaos por el modelo de dieta alta en grasa materna por un periodo agudo, que empieza la exposicién
a la HFD en el dia del apareamiento y concluye en el E13 o E15. Al realizar tinciones de inmunohistoquimica
y cuantificarlas se analiza un punto en el tiempo de desarrollo de la corteza cerebral, por lo que se observa como
resultado de fendmenos que transcurrieron tiempo atras. Los resultados encontrados en este momento se reflejan

de diferentes formas en analisis posteriores.

En machos de madres expuestas a una HFD, en el E13, la tendencia aumenta, aunque no significativamente, de
los AP machos, y la reduccion de progenitores intermediarios y de neuronas recién generadas marcadas con
TBR1. A esta edad, existen dos posibilidades en cuanto a la disminucién de IP: se estan diferenciando
aceleradamente en neuronas o no se generan suficientes a partir de los AP. Que encontremos NN reducido y
que no exista diferencias significativas en los doble positivos TBR2/TBR1 nos hace pensar en la segunda
posibilidad: de alguna manera la mHFD privilegia las divisiones de auto amplificacion y no las divisiones
celulares que generan IP. Para corroborar esto, se analizé el angulo de divisién de los AP, puesto a que estd
relacionado con el destino de las células hijas: si se realizard una divisién asimétrica o simétrica, resultado en
esta Ultima dos AP como resultado de la division. Como resultado se obtuvo que la mHFD altera el angulo de
divisién en la descendencia de machos resultando en un mayor nimero de divisiones de auto amplificacion.
Durante la division celular de los progenitores apicales, la orientacion del angulo de division determina la
distribucion de los componentes celulares de la célula madre hacia las células hijas de una manera asimétrica o
simétrica controlando el futuro de las células hijas (Chenn & McConnell, 1995; Fietz & Huttner, 2011;
LaMonica et al., 2013; Lancaster & Knoblich, 2012). En la fase de expansion temprana, el husillo se orienta
horizontalmente con precision en relacién con la superficie apical, dando lugar a un plano de escision vertical.
Durante la fase neurogénica, aumenta la fraccion de AP con huso orientado oblicuamente/verticalmente
(LaMonica et al., 2013; Rakic et al., 2009). Dicho esto, queda claro que el angulo de divisién de los AP es
importante pues decide el futuro de las células hijas: division simétrica (auto amplificacion) o asimétrica
(generando un IP). Por tanto, los resultados en el E13 sugieren que la diminucién de NN es debido al bajo pool

de IP que debe su nimero reducido al cambio en el &ngulo de division de los AP.

Por otra parte, en el E15, en los machos de madres alimentadas con HFD, no se observo diferencias
significativas en los AP, y se mantuvo la reduccidn en el nimero tanto de los IP como de las NN. Es en este
dia, se realizé un estudio de la morfologia cerebral corroborandose que en los machos expuestos a una mHFD
el tamafio cerebral, asi como el ancho de la corteza cerebral y el plato cortical se encontr6 disminuido. Esto se

correlaciona con los resultados en cuanto a la cuantificacion de las poblaciones celulares estudiadas donde en
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dos de ellas hubo una disminucién (TBR2 y TBR1). Hasta este punto, nos inclinamos a pensar que la
neurogénesis se encuentra deprimida y nos preguntamos sobre los efectos en la etapa posnatal que pudiera tener
esto. Como resultado, se encontrd que las neuronas excitatorias marcadas con SATB2 distribuidas a lo ancho
de la corteza cerebral disminuyeron, pero no asi con TBR1 en la corteza cerebral. Esto nos llama la atencion,
puesto a que esta poblacion de TBR1 fue estudiada en la etapa embrionaria constatandose una disminucién. Por
tanto, que se normalizara el nimero de TBR1, indicaria que las NN generadas desde el E15 al final de la
generacion de neuronas TBR1, ocurrieron algin tipo de correccion, coman en la dinamica de la neurogénesis.
Ademas, hay que considerar que la HFD se discontinud en el E15, lo que podria explicar el fendmeno. Si
seguimos en esta linea, nos preguntamos si es que existié algin proceso de compensacion con los TBR1, por
qué no ocurrid, con las neuronas que expresan SATB2. En un estudio donde se indujo estrés prenatal a las
madres embarazadas, ratonas, encontré una reduccion de TBR2 en la etapa prenatal junto con una disminucion
de las NN, que expresan TBR1 (Z. Zhang et al., 2021). Aunque el nimero de neuronas positivas para SATB2
y TBR1 en el PO se redujo, en el P14 no se encontraron afectadas, dando cuenta de que la neurogénesis es un

proceso complejo y dinamico que puede corregir ciertas distorsiones en el tiempo.

Al P14, las neuronas que expresan SATB2, constituyen la inmensa mayoria de las neuronas excitatorias de la
corteza cerebral, que engloba a un subgrupo de neuronas TBR1, corroborado por la existencia de dobles
positivos TBR1/SATB2. En lo que respecta, coincidimos que el insulto ambiental estuvo presente el tiempo
suficiente para no permitir una compensacion posterior de un grupo tan elevado considerando que ya habia
ocurrido el pico en la generacidn de nuevas neuronas al E15, donde se retir6 el insulto. Ademaés, es posible que
los efectos de la lipotoxicidad se mantuvieran durante un breve periodo de tiempo, provocando que la gran masa
de neuronas generadas diferentes a TRB1, se viera poco afectada al término del insulto y por tanto los efectos
fueron capaces de mantenerse en el tiempo con una reduccion del ndmero de estas células al P14. Como

consecuencia, el ancho de la corteza cerebral se vio reducida en el P14 corroborando este resultado.

Ademas de esto, al explorar la migracion celular, nos damos cuenta de que, la mHFD alterd la migracidn celular
de los machos, dado por un aumento significativo en el nimero de células presentes en las capas superiores en
detrimento de las capas inferiores. En los datos observados en la figura 8G-H, se observa cémo hay una
tendencia a disminuir en las capas inferiores, pero no es significativa. Esto se debe a que la disminucién se
encuentra repartida entre todos los bins observados. Pero si agrupamos estos nos da una disminucion
significativa. Como es el caso de los TBR1 que se encuentra en la figura 8 F y que corresponde a los bins 8, 9
y 10.

En el modelo de mHFD corto, en el caso de las hembras expuestas a una mHFD, en el E13, observamos que la
poblacion de IP se mantuvo disminuida significativamente comparado con las hembras controles. Sin embargo,
no hubo diferencias significativas, en ninguna de las poblaciones restantes estudiantes (PAX6 y TBR1). En
contraste con los machos, donde la poblacién de NN se encontré reducida. Si miramos los dobles positivos

TBR2/TBR1, observamos que, en las hembras, pero no en los machos encontramos un aumento de estas células.
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Por tanto, la razon por la que no tenemos NN disminuido a pesar de que los IP se encuentran reducidos, se deba
probablemente, a que aumento la diferenciacion de los TBR2 a TBR1. En otras circunstancias, si esto ocurriera
tendriamos un aumento de la poblacién de NN, sin embargo, aqui no obtuvimos diferencias significativas,
probablemente por la reduccién en el nimero de TBR2, previamente. Otro de los puntos a notar es que el tamafio
del efecto en cuanto a la disminucién de los TBR2+ es mayor en las hembras que en los machos. Esto se debe
probablemente a la sumatoria de dos fenémenos: el aumento de la transicién de TBR2 a TBR1 vy el
estancamiento en la transicién de PAX6 a TBR2. En relacion con el angulo de division no se vio afectado, en
contraste con los machos, lo que podria explicar en parte el escaso efecto de la mHFD en la poblacion de PAX6
(h=-0,12). Mas adelante en el E15, observamos que se mantiene la reduccion en el nimero de TBR2, y llegados
a este punto observamos una reduccion en el nimero de NN al igual que en los machos. Por otra parte, a
diferencia de estos, no observamos cambio en la proliferacién de los progenitores, marcados con PHH3, que si
se observé en los machos. Esto da muestra de que existen variaciones en el fendmeno en cuanto al sexo. La
diminucion de la proliferacion en la descendencia de madres expuestas a HFD, se ha reportado en la literatura

(Stachowiak et al., 2013), sin embargo, en este estudio no se distinguid el sexo de la descendencia.

Analizando la morfologia cerebral, tenemos una diminucién, al igual que en los machos de la corteza cerebral
(dorsal, dorsolateral y lateral), asi como del plato cortical. Llama la atencidn, que no se observé una disminucion
del tamafio cerebral, medido con la longitud horizontal, que si se vio afectado en los machos expuestos a mHFD.
La explicacion més probable, teniendo en cuenta que tanto el peso cerebral al E15 disminuy6 en las hembras,
y que tanto el ancho de la corteza como del plato cortical se redujo en las hembras expuestas a mHFD; se debe
al plegamiento y o distorsion ocasionada en el momento de generar las crio secciones, pues pueden ocurrir
modificaciones en el corte a la hora de ser adherido al portaobjeto, provocando que tanto la longitud horizontal
como vertical se vean afectada. Sin embargo, esto no afecta digamos las demas longitudes calculadas, pues
estas son mas pequefias y por tanto dificil de distorsionar en la manipulacién manual. Tampoco esto afectaria

el niUmero de células.

En la etapa posnatal, en el P14, se observé el mismo fendmeno que en los machos, las hembras expuestas a una
mHFD presentaron un menor ancho de la corteza cerebral, asi como una reduccion en el nimero de neuronas
SATB2+. Asi, a diferencia de los machos, las hembras expuestas a mHFD presentaron una reduccion de TBR1
total. Dando otro punto sobre las diferencias en cuanto al sexo registrado en el fendmeno que ocurrié durante
la neurogénesis. Por otro lado, analizando la distribucién por capas se constaté que al igual que en los machos,
hubo un aumento significativo en las capas superiores a expensas de las inferiores de la corteza, lo que da cuenta

de una alteracion durante la migracion celular.

Considerando que los resultados observados a P14 son los mismos entre machos y hembras, surge la idea de
que las diferencias encontradas puedan deberse a un desfase propio del desarrollo de machos y hembras. Asi,
de manera combinada podemos explicar el déficit de células excitatorias presente en ambos sexos con la

siguiente hipdtesis: existe un arresto del ciclo celular de los AP, evidenciado por una disminucion en la
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proliferacion de estas células, unido a un cambio del angulo de divisién promoviendo la autogeneracion de AP
en etapas tempranas del desarrollo cerebral como E13 y por tanto disminuyendo la formacién de IP. Como
consecuencia tendriamos una generacion de neuronas excitatorias disminuida, expresada como disminucién en
la generacion de neuronas que se extiende a la etapa posnatal. Los IP, células TBR2+, son indispensables para
la amplificacién de la neurogénesis presente en los mamiferos (Hansen et al., 2010; Reillo et al., 2011).

Resultados similares encontramos en papers publicados que asocian inflamacién materna con depresién de la
neurogénesis cortical. Uno de estos estudios, analizd la proliferacion de los progenitores neuronales de los
embriones expuestos a una inflamacidon materna mediada por LPS (Stolp et al., 2011). Encontraron varias cosas:
En el dia 13.5 del embarazo, luego de 8 horas de la exposicion a LPS, encontraron que la proliferacion medida
por la cuantificacion de células PHH3 se encontr6 reducida, asi como el angulo de division de estas células se
modifico dando lugar a un mayor nimero de divisiones asimétricas. Sin embargo, este estudié no analizd la
poblacion de AP e IP en el E13.5, pero si en el E15.5 donde no se encontraron diferencias significativas.
Ademas, las células marcadas con PHH3 no se vieron afectadas en el E15.5. Sin embargo, se atribuye la pérdida
del efecto a los procesos de compensacién del proceso de neurogénesis. Otro de los hallazgos fue que en el P8
las capas V y VI que corresponden a las neuronas generadas entre el E13 y E15, encontraron un aumento del
namero de células y defectos en la migracion lo que asociaron con el acortamiento de las proyecciones radiales
de los progenitores, mostrado por la inmunorreactividad alterada de la tubulina acetilada, lo que sugiri6 que un
déficit migratorio puede acompariar a la reduccion de la proliferacion después de la intervencién. Al igual que
en nuestro modelo, que encontramos un defecto en la migracion caracterizado por un aumento de células en las
capas superficiales en detrimento de las capas mas profundas de la corteza, posiblemente producto del mismo
fenémeno.

Ademas, se ha estudiado los efectos de ciertas citocinas en la neurogénesis, incluso la neurogénesis posnatal
que ocurre en el hipocampo donde se administraron 10 ng/g de IL-1p dos veces al dia a ratones Swiss Webster
durante los primeros 5 dias de vida, lo que aumento los niveles hipocampales de IL-1a y redujo agudamente la
proliferacion de progenitores neurales Thr2+ en el DG. In vitro, tanto la IL-1a como la IL-1f produjeron la
detencion del ciclo celular G1/S que resulto en una reduccion de la proliferacion de células progenitoras dentro
de la cohorte de células progenitoras amplificadoras de transito. Por otra parte, la supresion de la produccion
de IL-6 inhibe la neurogénesis de la SVZ de la corteza cerebral de ratones adultos (Jia et al., 2020). Aunque
este mecanismo se describi6 en ratones adultos, los mecanismos de la neurogénesis en adultos son similares a
la neurogénesis embrionaria. Nuestros datos sugieren una disminucion de la neurogénesis y de la produccion

de IL-6 en las placentas de la descendencia masculina.

También se ha descrito como la mHFD induce un cambio en el microbiota intestinal impactando negativamente
el comportamiento de la descendencia (Buffington et al., 2016; Gesu et al., 2021). Ademas, la microbiota

intestinal materna impacta el desarrollo del cerebro fetal en ratones (Basak et al., 2022) afectando la axogénesis
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talamocortical en el E14.5. Sugiriendo que mHFD al alterar la microbiota de la madre pudiera provocar

inflamacion materna lo que causa alteraciones de la neurogénesis cortical de la descendencia.

Interneuronas

Las interneuronas son células inhibidoras que utilizan principalmente el neurotransmisor 4cido gamma-
aminobutirico (GABA). La mayoria de las interneuronas neocorticales, incluyendo los 2 subgrupos principales
no superpuestos definidos por su expresion de parvalbimina (PV) o somatostatina (SST), se originan en la
eminencia ganglionar medial (MGE) (Wonders & Anderson, 2006). Se ha observado una disfuncion de las
interneuronas liberadoras de acido y-aminobutirico en muchos modelos animales de TEA (Chao et al., 2010;
Q. Chen et al., 2020; Gogolla et al., 2014; Gongalves et al., 2013) y trastorno de déficit de atencion. (Nagamitsu
etal.,, 2015). Incluso en un estudio que utiliz6 cerebros humanos se encontrd un ndmero reducido de
interneuronas PV (Hashemi et al., 2017). También se ha asociado la reduccion de la poblacion de PV y SST
con enfermedades como la esquizofrenia. (Dong et al., 2022; Van Derveer et al., 2020).

Analizando las interneuronas presentes en la corteza cerebral en el P14, se observo que las interneuronas que
expresan somatostatina tanto en machos como en hembras expuestos a mHFD disminuyeron mientras que las
gue expresan parvalbumina aumentaron. Como se menciona anteriormente las interneuronas tienen su origen
en la MGE (Inan et al., 2012), por tal motivo se analizé la poblacién celular que se encontraba proliferando y
por tanto se marcaron con PHH3 en el E13 y en el E15. Esto reveldo que mientras en el E13 habia una
disminucion de estas células en la MGE de ambos sexos expuestos a una mHFD; en el E15 se encontrd el efecto
contrario, un aumento en las células que estaban proliferando. Esto se correlaciona con los efectos posnatales

encontrados en las dos poblaciones de interneuronas estudiadas.

No existe, hasta la fecha, algin estudio que explore las interneuronas luego de una mHFD comenzando luego
del apareamiento. Sin embargo, podemos hacer algunas inferencias. Sabemos que, cuando se altera el
microbiota intestinal de una mujer embarazada, el desarrollo del sistema inmunitario de la descendencia se ve
comprometido (Pronovost & Hsiao, 2019). Ademas, sabemos que la HFD es capaz de alterar el microbiota
intestinal (Daniel et al., 2014). En la misma linea, las interacciones entre el sistema inmunitario y el sistema
nervioso durante la gestacion y el periodo neonatal son importantes para guiar el neurodesarrollo normal. El
neurodesarrollo implica una serie de eventos orquestados con precision que ocurren desde la gestacién hasta el
periodo postnatal. Si bien no hay antecedentes de estudios previos utilizando la mHFD y las interneuronas, si
existe estudios previos donde estudia la generacion de interneuronas en un ambiente inflamatorio materno. Un
estudio mostr6 que la inflamacion materna afecta a multiples pasos del desarrollo de las interneuronas
GABAérgicas corticales, es decir, la proliferacién de células precursoras, migracion y el posicionamiento de
los neuroblastos, asi como maduracion neuronal (Vasistha et al., 2020). Entre sus hallazgos, en la corteza
somatosensorial, se observd una disminucién de las interneuronas PV+ y SST+. Nuestros datos sugieren una
disminucion de SST+, pero no de las PV+ donde estas aumentaron en la descendencia de madres expuestas a

HFD. No es la primera vez que se reporta una disminucién en las SST y un aumento en las PV (Hu et al., 2017),
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demostrando que la generacion de estas interneuronas es un proceso dindmico sensible. Ademas, si disminuyen
las interneuronas SST+ pudiera provocar un incremento en la poblacién de progenitores de interneuronas
transitoriamente, lo que se traduciria en un aumento de la sinterneuronas PV+ las cuales se generan mas

tardiamente.

Los efectos sobre la neurogénesis de una mHFD difieren en cuanto al tiempo de exposicion.
Nos preguntamos si los efectos sobre el desarrollo de la corteza cerebral serian diferentes si la exposicion a la
mHFD fuera prolongada antes del apareamiento. Por lo que, analizamos la neurogénesis en el E15 de la

descendencia de madres expuestas a HFD 4 semanas antes del apareamiento y 10 semanas antes.

En el caso de los machos de madres expuestas a HFD 4 semanas antes del apareamiento se observé que, si bien
la poblacion de TBR2 no se afecto, los AP se encontraron disminuidos en aquellos machos expuestos a mHFD,
mientras que la proliferacion disminuy6 y el nimero de NN aumentd en los machos expuestos a mHFD. El
fendmeno que se observé es muy diferente al observado en la intervencién de 15 dias, donde se encontr6 que
las NN disminuyeron. Esto puede deberse a dos posibilidades: un aumento de la neurogénesis directa, a través
de la diferenciacion de los PAX6 directamente en TBR1, o un aumento de la diferenciacién de los TBR2 a
TBRL1. Pero en este Gltimo caso lo més probable seria que la poblacion de TBR2 estuviera disminuida, que no
es el caso y los AP estaria sin diferencias significativa. Por otra parte, se tiene la siguiente hipétesis: existe un
aumento de la neurogénesis directa pasando de AP a NN. Esto supondria una disminucién de la poblacién de
AP y un aumento de las NN. Se puede pensar que debido a que los progenitores intermediarios provienen de
los AP, y hay un aumento de la neurogénesis directa esta poblacidn, los IP tiende a disminuir. Sin embargo, no
tenemos una disminucién en el nimero de IP. Esto puede ser si la hipétesis fuera cierta, a que hay una masa de
AP que sigue diferenciandose a IP, manteniendo el nimero de IP, mientras que otra masa de AP, que en la
condicién experimental seria mayor que en la normal, que se diferencia a neuronas directamente provocando
un aumento de la neurogénesis directa. Nuestros datos sugieren que es asi, ya que en los machos tenemos que
los doble positivos PAX6/TBR2 no hay diferencias significativas, lo que sugiere que el recambio de la
poblacion de IP se lleva normalmente. De esto se obtendria estos resultados: los AP disminuidos, pues se
diferencian a neuronas; los IP sin diferencias significativas o disminuidos, todo dependera de si la poblacion
restante de AP gue generan IP es la suficiente para mantener la tasa de recambio de los IP (esto se mira en los
doble positivos PAX6/TBR2, si); y NN aumentado: por un aumento de la neurogénesis directa sumado a la

neurogénesis indirecta que sigue ocurriendo a un ritmo normal.

En cambio, si asumiéramos que la primera hipotesis planteada fuera verdadera: el proceso corriente que ocurre
en la neurogénesis (PAX6->TBR2->TBR1) esta acelerado, veriamos los mismos nimeros que vemos en
nuestros resultados: la poblacion inicial (PAX6) se encuentra disminuida, mientras la poblacion de TBR2 se
encontraria disminuida o normal y TBR1 se encontraria aumentada. Pero, que no se observara un aumento de
doble positivos PAX6/TBR2, haria improbable esta hipétesis. Para descartar y aceptar una de las dos, seria

conveniente utilizar un anticuerpo contra SOX2 y NEURODS: los doble positivos SOX2/TBR2: es un clster
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de aquellos IP que son inmaduros y que son mas parecidos a los AP; mientras que los NEUROD6/TBR2
constituye la poblacién celular que es mas parecido a neuronas (neuron-like (N1-N3 nIPC) clusters) (Pebworth
etal., 2021). Siguiendo la misma linea, el andlisis morfolégico corrobor6 la cuantificacion celular de las
principales poblaciones, no Unicas, en esta etapa. Por una parte, tenemos el aumento del ancho del plato cortical,
lo que corrobora que existan en esta etapa, E15, un aumento del NN. Destacable que no existieran diferencias
en el tamafio cerebral, medida por la longitud horizontal, ni en el ancho de la corteza dorsal o dorsolateral, pero
si en la lateral. Esto se explica debido a la alteracion observada en las poblaciones celulares de interés. Por una
parte, hay una disminucion de los AP, sumado a un aumento de los NN y las no diferencias observadas en los
IP, hace que se cancelen mutuamente, pues no diferencias significativas. Sin embargo, llama la atencién que en
el caso de la corteza lateral si hubo diferencias significativas. En la corteza lateral, la mayoria de las células son
PAXG6+, por lo que la disminucion de esta poblacién disminuiria drasticamente el ancho de la zona ya que el

incremento de NN compensa la pérdida en proporcién de los AP.

En el caso de las hembras, tenemos que, si bien la poblacion de AP y las células marcadas con PHH3 se
encontraron disminuida, también se encontrd disminuida la poblacion TBR2+. Los doble positivos
PAX6/TBR2, en el caso de las hembras expuestas a mHFD, se encontraron disminuidos, sugiriendo que la
disminucion de los IP se debi6 a una disminucién en la transicion de PAX6 a TBR2. Ahora bien, con estas
condiciones diferentes a las encontradas en machos, donde encontramos una disminucion de la poblacion
TBR2+ en hembras y, en el caso de las NN, no encontramos diferencias significativas como en machos, cabe
preguntarse si el fendbmeno observado es diferente. Sin embargo, pudiéramos estar observando el mismo
fendmeno, pero en tiempos diferentes. Digamos, en el caso de los machos expuestos a mHFD teniamos NN
aumentadas, pero estas NN son el resultado de dos fendmenos: neurogénesis directa e indirecta, por tanto,
también hay contribucién de los IP a las NN generadas en los machos. Es esperable que, si en machos
aumentamos la neurogénesis directa y si la indirecta se mantuviera a una velocidad normal, como resultado
obtendriamos un aumento de los NN. Pero en hembras tenemos los dos efectos, y si suponemos que la
neurogénesis esta alterada de igual forma a machos obtuviéramos los mismos resultados: NN se encentraria
aumentado. En las hembras tenemos NN sin cambios porque en estas los IP estdn disminuidos, los cuales
continan convirtiéndose a un ritmo normal en neuronas, provocando una disminucién de las NN generadas
por neurogénesis directa, pero como tenemos un aumento de la neurogénesis directa, ambos efectos se suman
y neutralizan generando una poblacion de NN sin cambios. Ahora bien, ;a qué se debe que la poblacién de IP
se encuentre disminuida solo en las hembras? Si tomamos como base un aumento de la neurogénesis directa,
como es la conclusion que sacamos de los machos, es de esperar que la poblacion de IP pudiera encontrarse
disminuida o sin diferencias, todo depende del porcentaje de AP comprometida a IP. En machos este porcentaje
fue suficiente para permitir la renovacion de los IP, en cambio en hembras este porcentaje parece haber
disminuido y un menor nimero de AP se comprometen a generar IP. Si comparamos la poblacion de AP,
comparando las hembras con los machos, la disminucién fue menor en las hembras que en los machos,
sugiriendo de que existe un porcentaje de AP que no estd comprometida ni con la neurogénesis directa ni con

laindirecta, sino que probablemente se esté auto amplificando, generando un desfase con respecto a los machos,
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probablemente, en las horas siguientes, la transicion de PAX6 a TBR2 aumente normalizando la poblacién de
TBR2 y aumentando la neurogénesis indirecta, lo que provocaria un aumento de las NN al igual que en los
machos. Lo que seria este desfase hipotético, se observo en el caso del modelo corto (15 dias de mHFD) donde
en el dia E13 solo los machos tenian una disminucion de los TBR1, pero en el dia E15 ambos sexos tenian la
disminucion de NN. Para comprobarlo, seria conveniente mirar lo que ocurre en dias posteriores digase en el
E17. Seguidamente analizando los datos de morfologia de la corteza cerebral, en las hebras expuestas a mHFD,
observamos que el ancho del plato cortical no se observaron diferencias, lo que corrobora la no diferencia
obtenida en la cuantificacion de los TBR1, ademas observamos que, en el caso de la longitud de la corteza
lateral, tampoco se obtuvo diferencia significativa alguna. Esto corrobora el hecho planteado de que en el caso
de las hebras exista una poblacion de PAX6, que o se esta auto amplificando o se encuentra estancada en algln

punto del ciclo celular.

Ahora bien, en nuestro modelo més largo de mHFD, que comenz6 10 semanas antes del apareamiento, si bien
obtuvimos resultados similares a el modelo de 4 semanas de mHFD anteriores. Hay diferencias notablemente
diferentes: en ambos sexos hubo un aumento de NN a expensas de una disminucién de los AP, sin diferencias
significativas en los IP. A diferencia del modelo expuesto anteriormente, en este caso los dobles positivos
PAX6/TBR2 se encontraron aumentados, y a pesar de que las células marcadas con PHH3 no hubo diferencias
significativas, al normalizarlas por la poblacion de PAX6 se encontr6 aumentada. El aumento de las NN nos
sugiere un aumento de la neurogénesis y como en el caso anterior nos sugiere una de tres: existe un aumento de
la neurogénesis directa, de la indirecta o de ambas. El aumento de los dobles positivos PAX6/TBR2 en ambos
sexos expuestos a mHFD, sugiere que existe un aumento del paso de los PAX6 a TBR2, como resultado a esto
obtendriamos que la poblacion de TBR2 se encontraria aumentada, pero no es el caso, sugiriendo que por ende
la poblacion de TBR2 est4, de alguna forma, generando rapidamente NN. Esto sumado al aumento de la
proliferacion cuando miramos los valores de células marcadas con PHH3 normalizadas por PAX6, nos sugiere
gue la neurogénesis indirecta se encuentra aumentada. Aunque esto no descarta, que la directa también esté
aumentada. Cuando analizamos macroscopicamente el cerebro, nos damos cuenta de que, en el E15, el peso
cerebral se encontrd aumentado significativamente en la descendencia de madres expuestas a mHFD. Pero al
escindirlo por sexo, solo en las hembras este aumento es significativo. Aunque en los machos expuestos a
mHFD, hubo una tendencia al aumento del peso, sin embargo, como se puede observar en la imagen, hubo un
cerebro con un peso muy por debajo del resto. Lo que indica que, si eliminamos esto habria diferencias
significativas, pero no es posible determinar si esto ocurrié por un problema en la medicién o si fue por un
efecto selectivo sobre el embrién de la camada en cuestion. Tendriamos, que repetir el experimento, aumentar
el N para poder observar con claridad si este aumento es solo en las hembras, debido a que microscépicamente
vemos el mismo efecto en la corteza en ambos sexos. Este cerebro con un peso muy inferior en los machos

pudo haber sido un outlier, pero eliminarlo del analisis significaria disminuir el N que teniamos previsto.

En contraste con nuestros datos, un estudio encontr6 que tras 10 semanas de mHFD, la proliferacion, medida

por el nimero de células positivas a PHH3, se encontrd aumentada (Niculescu & Lupu, 2009). Nuestros datos
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indican una disminucion de las células PHH3+. Sin embargo, este estudio utilizé otro modelo de mHFD, donde
el 60% de la energia provenia de las grasas, ademas los analisis se realizaron en el E17 y no en el E15 que
utilizamos nosotros y no hicieron diferencias en cuanto al sexo, por lo que los resultados pudieran ser diferentes

dadas estas razones.

La mHFD altera el estado inflamatorio de la placenta

El anélisis metabdlico de la madre no arrojé resultados significativos. Los ratones estuvieron con comida ad
libitum, por lo que no estaban en ayuno al momento de la extraccidn de la sangre, ya que esta extraccion se
produjo cuando obtuvo los cerebros para procesar y se requirio la muerte del animal, para obtener un volumen
de sangre suficiente para correr los experimentos. Ademas, también se analizo el suero materno pero la escasa
muestra hizo imposible realizar un analisis estadistico apropiado por lo que este ensayo configura un estudio
piloto para ser ampliado. Sin embargo, si se pudo realizar el andlisis de citoquinas de la placenta. Algunos
estudios anteriores han demostrado una produccion desequilibrada de citocinas inflamatorias versus
antiinflamatorias en el tejido placentario durante la preeclamsia y una mayor produccién de citocinas
inflamatorias en el plasma placentario (Keelan & Mitchell, 2007). Por ejemplo, se han informado niveles
elevados de TNF-a e IL-6 en casos de preeclampsia en comparacion con la condicion de control (Aggarwal
et al., 2019). Un estudio reciente (Zhou et al., 2023) ha demostrado que el aumento de la expresion de I1L-8, IL-
6, TNF-a ¢ IFN-y placentarios se asocia con el desarrollo intelectual de la descendencia. Especificamente, la
IL-6 se asocio negativamente con la memoria infantil en los nifios y el indice de comprension en las nifias,
mientras que el TNF-a se asoci6 negativamente con el indice de comprension en las nifias. Destacando asi el
efecto especifico del sexo de algunas citoquinas durante el desarrollo. Se ha demostrado que una dieta rica en
grasas puede inducir cambios morfoldgicos en la placenta. En concreto, aumenta el grosor de la zona del
laberinto en la placenta (Bondarczuk et al., 2023). Parametro que fue asociado por los autores con una alteracion
del transporte entre madre y feto. Ademas, los modelos de roedores con consumo de una dieta materna rica en
grasas han informado una masa placentaria reducida (Taylor et al., 2003), mientras que en los modelos ovinos
la disminucién de la masa placentaria estuvo acompafiada de un flujo sanguineo reducido (Wallace et al., 2008).

Lo que sugiere que una dieta rica en grasas conduce a una disfuncién placentaria.

Los resultados obtenidos en la placenta sugieren que la dieta materna alta en grasa induce un estado inflamatorio
diferencial segtn el sexo de la descendencia. En las hembras, se encontr6 un aumento de TNF-a, una citocina
proinflamatoria que puede afectar la morfogénesis y la migracion neuronal. En los machos, se observo una
disminucion de IL-6, una citocina que tiene efectos neurotroficos y neuro protector. Estos cambios pueden estar
relacionados con las alteraciones observadas en el desarrollo cortical, donde las hembras mostraron una
reduccion de los progenitores intermedios y los machos un aumento de las neuronas. Estos hallazgos apuntan a
una posible vulnerabilidad de las hembras al estrés metabdélico prenatal, que podria tener consecuencias a largo
plazo en el funcionamiento cognitivo y emocional. En el modelo de mHFD usado en primates no humanos
encontraron de que precisamente las hembras mostraban un comportamiento relacionado a la ansiedad no visto

en la descendencia masculina.
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La dieta materna alta en grasa tiene un efecto diferencial en cuanto al sexo de la descendencia

Los trastornos del neurodesarrollo son un grupo de condiciones que aparecen temprano en el desarrollo y se
caracterizan por alteraciones en el funcionamiento personal, social y ocupacional. Notablemente, la prevalencia
de los trastornos del neurodesarrollo estd aumentando. Comprender los sesgos de sexo en estos trastornos puede
arrojar luz sobre los mecanismos de riesgo Yy resiliencia, asi como avanzar en la comprensién que tenemos del
cerebro y el comportamiento humano. Los dos trastornos del neurodesarrollo mas comunes, el TEAy el TDAH,
exhiben sesgos de prevalencia masculina y diferencias de sexo en la sintomatologia (Maenner et al., 2023).
Muchas lineas de investigacion activas estan explorando posibles mecanismos, incluyendo factores genéticos
y hormonales, y su interaccion con variables ambientales. En el caso de estudios del comportamiento en

animales de la descendencia de madres expuestas a HFD se han obtenido diferencias entre ambos sexos,

Al analizar las poblaciones celulares estudiadas observamos que en ocasiones solo se afectan los machos y
viceversa. Esto solo ocurrid en casos aislados: Digamos, en la intervencion corta de la dieta alta en grasa (15
dias), en el E13 se observa que las NN se reducen en machos, pero no en hembras, donde no hubo diferencias
significativas, incluso en este caso la media estuvo algo elevada en la situacion experimental con respecto al
control. Sin embargo, si miramos 2 dias mas tarde, al E15, notamos de que tanto en hembras como machos se
encuentra disminuido la poblacion de NN, corrigiéndose la distorsion en cuanto a la diferencia del efecto
encontrado. Si nos centramos en los modelos de exposicion mas largo (4 semanas) observamos la poblacién de
progenitores intermediarios mientras en los machos no existen diferencias significativas, en las hembras ocurre
una disminucion de esta poblacidn en la situacidn experimental con respecto al control. A pesar de esto, las
NN generadas s6lo los machos se afectaron con un aumento de esta poblacion (ver Figura 10 H) en la
descendencia de madres expuestas a una dieta alta en grasa, mientras que en las hembras no hubo diferencias
significativas. Morfol6gicamente observamos que los resultados se asocian, pues en el plato cortical (Figura 11
H) que refleja la poblacion de neuronas presentes en la corteza encontramos un aumento en los machos, pero

no en las hembras de madres expuestas a una HFD.

Por otra parte, si analizamos el tamafio del efecto vemos que el tamafio del efecto es diferente en las poblaciones
celulares y el sexo de la descendencia expuesta a una dieta materna alta en grasa tanto en la intervencion corta
como en la intervencidn prolongada vemos lo siguiente. Los progenitores apicales, marcados con PAX6 se ven
afectados en los machos si medimos el tamarfio de efecto (Ver Tabla I, I1, I1I) con relacion a las hembras. Sin
embargo, en cuanto a los progenitores intermediarios, vemos que el efecto es mayor en las hembras que en los
machos y si hablamos de las neuronas recién generadas en el periodo embrionario; notamos que el efecto es
mayor en machos que en hembras (Ver Tablas I-111). Llegados a este punto podemos deducir del trabajo
concluido que existen un efecto diferencial en cuanto al sexo de una dieta materna alta en grasa sobre el

desarrollo de la corteza cerebral y el sexo de la descendencia.
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Las diferencias de sexo en el cerebro pueden ser influenciadas por factores genéticos, hormonales y ambientales
gue acttan de forma compleja e interactiva. Segin un estudio publicado en la revista Molecular Psychiatry
(Reinius & Jazin, 2009), las diferencias genéticas sexuales en el cerebro humano adulto ya estan establecidas
en el cerebro antes del nacimiento. El estudio muestra que varios genes codificados en el cromosoma Y se
expresan en muchas regiones del cerebro prenatal masculino, probablemente teniendo consecuencias
funcionales para el sesgo de sexo durante el desarrollo cerebral humano. El estudio también revela que la
expresion de mas de un tercio de los genes codificados en el cromosoma Y en el cerebro humano prenatal
apunta a su importancia en el desarrollo cerebral distinguiéndose un sesgo de sexo. Un estudio (preprint)
investiga las diferencias de sexo en el desarrollo prenatal de la complejidad neural en el cerebro humano,
utilizando la magnetoencefalografia (MEG) para medir las respuestas corticales a irregularidades auditivas en
fetos y recién nacidos (Frohlich et al., 2023). El estudio encontro que la complejidad neural disminuye mas
rapido en los fetos masculinos que en los femeninos para la mayoria de las medidas de entropia, lo que sugiere

diferencias de sexo en la evolucidn de la dinamica cortical prenatal.

Los trastornos del espectro autista tienen una prevalencia mayor en el sexo masculino con una razén de casi 4:1
con respecto a las mujeres (Maenner et al., 2023). Esto ha llevado a especulaciones sobre si las diferencias
bioldgicas entre hombres y mujeres son en parte responsables de este desequilibrio de género, con varios
estudios que identifican una relacion entre la diferenciacion sexual del cerebro y el desarrollo del autismo. La
testosterona fetal se encuentra correlacionada positivamente con el Q-CHAT (Auyeung et al., 2012), el cual
esta disefiado para identificar a los nifios entre los 18 a 48 meses, en riesgo de tener una condicion del espectro
autista. Es interesante que un estudio (Villa etal., 2021) analizé las diferencias sexuales en el cerebro en
desarrollo en fetos e infantes con baja o alta probabilidad de desarrollar autismo, encontrando que la
diferenciacion sexual del cerebro fetal, en cuanto a volumen cerebral total, era mas pronunciada en los fetos
con una alta probabilidad de autismo, teniendo el cerebro masculino mayor volumen total lo que sugiere que el
desarrollo del autismo puede estar relacionado con el sexo. Por otra parte, un estudio utilizé un enfoque ex
vivo para comprender las diferencias especificas de sexo en la sefializacion de andrégenos placentarios en
presencia y ausencia de inflamacion (Meakin et al., 2022). Los datos presentados en este estudio sugieren que
el sexo placentario y la inflamacion alteran el eje de sefializacién de andrégenos placentarios, mediante el cual
los machos retienen o rescatan el crecimiento a través de la transcripcion preferencial de factores angiogénicos
y de crecimiento. Esta adaptacion especifica del sexo en presencia de inflamacion parece estar impulsada por

la localizacion nuclear de AR-45.

No es fécil concluir si algln sexo se afecta de manera mas severa 0 no por la exposicion a una dieta materna
alta en grasa, ya que los efectos pueden variar segun el tipo de célula, el momento del desarrollo y el trastorno
del neurodesarrollo que se considere. Sin embargo, algunos estudios sugieren que los machos podrian ser mas
vulnerables al estrés nutricional prenatal, lo que podria explicar en parte la mayor prevalencia de TEAy TDAH
en este sexo. Por ejemplo, un estudio reciente (Genc et al., 2018) encontro que los fetos masculinos expuestos

a una dieta alta en grasas mostraban una menor conectividad funcional cerebral que los controles, mientras que
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las hembras no mostraban diferencias significativas. Otro estudio (Cutting et al., 2020) hall6 que la exposicion
prenatal a una dieta alta en grasa alteraba la expresion génica de varias vias relacionadas con el desarrollo
cerebral y el riesgo de trastornos del neurodesarrollo, y que estos cambios eran mas pronunciados en los machos
que en las hembras. Estos hallazgos sugieren que los machos podrian tener una menor capacidad de adaptarse
a las condiciones adversas durante el desarrollo, lo que podria afectar negativamente a su desarrollo neuronal y
cognitivo. Por tanto, se necesitan mas investigaciones para comprender los mecanismos moleculares, celulares
y funcionales que subyacen a las diferencias de sexo en la susceptibilidad a los trastornos del neurodesarrollo

inducidos por el estrés nutricional prenatal.

Estos resultados son relevantes para la comprension de los mecanismos involucrados en el desarrollo cortical y
sus posibles alteraciones por factores ambientales, como la dieta materna. También podrian tener implicaciones
clinicas, ya que los trastornos del neurodesarrollo, como el autismo o el TDAH, presentan diferencias de sexo
tanto en la prevalencia como en la manifestacion de los sintomas. Estos trastornos suelen diagnosticarse mas
tarde en las nifias que en los nifios, lo que puede retrasar la intervencién temprana y afectar al prondstico. Por
lo tanto, es importante investigar como la exposicién prenatal a una dieta alta en grasa puede influir en el
desarrollo cerebral segln el sexo de la descendencia, y si existen marcadores bioldgicos o conductuales que

puedan facilitar el diagndstico precoz y el tratamiento adecuado.

Conclusion y proyecciones.

La exposicién a una dieta alta en grasa materna (mHFD) tiene efectos profundos y duraderos en la neurogénesis
cortical, manifestandose desde etapas embrionarias tempranas hasta el periodo postnatal. Estos efectos varian
segln el tiempo de exposicion y el sexo de la descendencia. La mHFD altera la proliferacion y diferenciacion
de progenitores neuronales, con un aumento de las divisiones simétricas de los progenitores apicales y una
disminucion en la generacién de progenitores intermediarios y neuronas recién generadas. Estos cambios se
observan de manera diferenciada entre machos y hembras, lo que sugiere una susceptibilidad sexualmente
dismorfica a los efectos de la dieta materna. En los machos, la mHFD provoca una disminucion significativa
de los progenitores apicales y de las neuronas recién generadas, mientras que en las hembras se observa una
reduccion de los progenitores intermediarios. La investigacion futura se orientara a sistematizar estos datos para
su publicacion y a utilizar estos resultados como base para simulaciones computacionales que puedan predecir
los efectos a largo plazo de la mHFD en el desarrollo cortical. Estos hallazgos subrayan la importancia de una
nutricién materna adecuada durante el embarazo para prevenir alteraciones en el desarrollo cerebral de la

descendencia y abren nuevas vias para explorar intervenciones terapéuticas especificas basadas en el sexo.
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