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Carbohydrates downregulates sodium-coupled neutral amino acid transporter-2
(SNATZ) expression
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SNAT has been suggested to play a physiclogicai role in the provision
of amino acids that may enter the gluconeogenic pathway in liver.
However, SNAT?2 transcriptional regulation by carbohydrates has not
been studied. The objective of this study was to determine the acute
response 1o 70% sucrose diet (high sucrose diet, HSD) or 10% sucrose
dier (low sucrose diet, LSI)) on hepatic SNAT2 expression. Wistar rats
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70% sucrose diet or 10% sucrose diet on hepatic SNAT2 expression.

role in the provision of amino acids that
may enter the gluconeogenic pathway in
liver.
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Abstract

SNAT has an important physiological rele in the provision of amino acids that may
enter the gluconeogenic pathway in liver, However, SNAT2 transcriptional
regulation by carbohydrates has not been studied. The abjective of this study was
to determine the acute response to 70% sucrose diet (high sucrose diet, HSD} or
10% sucrose diet (low sucrose diet, LSD) on hepatic SNAT2 expression, Wistar rats
fed HSD showed a decrease of hepatic SNATZ mRNA and protein expression
compared with rats fed LSD or fasted rats. Also, we found a decrease SNAT2 mRNA
expression in rat hepatocytes primary culture or HepG2 cells incubated with 25
mM versus 5 mM glucose. SNATZ prometer mapping showed a putative
carbohydrate response element (ChoRE). A construct containing this site was
ligated in a luciferase vector for functional studies in HepG2 cell line, Promoter
activity was decreased when transfection was performed with 25 mM versus 5 mM
glucose. Specific protein-DNA complexes were detected by EMSA indicating that
the carbohydrate response element-binding protein (ChREBP) binds to ChoRE in
the SNAT2 promoter, These results showed that sucraose-fed rats decrease hepatic
SNATZ expression through ChREBP.
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SALVADOR ZUBIRAN

Productos derivados de la investigacion.

Los productos derivados de esta investigacion hasta el momento son:

1. Se elabord un poster con los resultados obtenidos durante la primera etapa
para ser presentado en el Congreso Internacional Expermental Biology 2014
realizado en San Diego, California, USA.

2. En cuanto a la formacién de recursos humanos la primera etapa del
proyecto fue el tema de Tesis de Licenciatura de la pasante de la carrera de
Nutricion Ana Luisa Méndez Garcia de la Universidad Auténoma de San Luis
Potosi con el cual se titutlo.

3. Queda pendiente la publicacién con los resultados en una revista de alto
impacto la cual sera enviada en el transcurso de este ario.

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

Atentamente

Dr. Victor Manuel Ortiz Ortega
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SALVADOR ZUBIRAN
Titulo del Proyecto: El papel represor de ChREBP sobre el transportador
de aminoacidos neutros dependiente de sodio (SNAT2) y su efecto
sobre el metabolismo de aminoacidos.

El objetivo general del proyecto fue determinar si ChREBP regula la
transcripcion del transportador SNAT2 a través de su union directa al sitio
ChoRE localizado en la region promotora de este gen, en respuesta a una
alta concentracion de carbohidratos.

Para alcanzar este objetivo, el proyecto fue dividido en tres etapas.

En la primera etapa se evalud el efecto agudo in vivo de una dieta alta en
carbohidratos sobre la expresién del gen del transportador SNAT2 en ratas.
Quince ratas Wistar macho de 200 gramos de peso fueron divididas en tres
grupos. Los animales se dejaron en ayuno por 24 horas con agua ad libitum.
Una vez completado el periodo de ayuno, uno de los grupos no recibié ningtin
tratamiento adicional realizdndose la eutanasia. El segundo grupo fue
alimentado con una dieta que contenia 10% de sacarosa, la cual es la
cantidad adecuada recomendada por la AIN93 y el tercer grupo fue
alimentado con una dieta alta en sacarosa que contenia 70% de la misma.
Seis horas posteriores a la alimentacién se obtuvo sangre, higado, musculo y
tejido adiposo epididimal de todos los animales.

En los tejidos obtenidos, se evalud el efecto que tiene el consumo de una
dieta alta en sacarosa sobre la expresion del gen del transportador SNAT2
por PCR de tiempo real. En el higado de ratas se observd una disminucién
significativa (p < 0.05) en el grupo alimentado con una dieta sacarosa70%, en
comparacion con los grupos de dieta sacarosa10% y ayuno.
Posteriormente se determind la expresion de la proteina SNAT2 en higado
por western blot, encontrando una disminucion del 45% y del 65% en la
expresion de la proteina SNAT2 de los grupos de sacarosa 10% y sacarosa
70% respectivamente, con respecto al grupo de ayuno. Este resultado indica
que el consumo de una dieta alta en sacarosa reprime la transcripcion del
gen de SNAT2.
En el musculo y en el tejido adiposo no hubo diferencia significativa en la
expresion de SNATZ entre los grupos experimentales.
Avenida Vasco de
Quiroga NoUma vez que se evalud la expresion de SNAT2 en higado a través de la
Colonia Belisapiindancia relativa del ARNm y de la proteina, procedimos a determinar si la
Dominguez Seccion.XV] . > i .
Delegacion TI-HISMINUCION en la expresion del gen del transportador se correlacionaba con
codigo Postal 1umeambio en el contenido y estado de activacion del factor de transcripcion

Mexico, Distrito Federda proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP).
Tel. (52)54870900
Www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONArPDsPectwamente, con respecto al grupo de ayuno.

CIENCIAS MEmg\s . . . . .
Y NUTRI cBstos resultados en su conjunto, nos muestran que existe una disminucion en

SALVADOR ZUBIffANranscripcion del gen del transportador SNAT2 en el higado de ratas
alimentadas con una dieta alta en sacarosa y que este cambio se relaciona
con un incremento en la proteina ChREBP activa.

En la segunda y tercera parte del proyecto se realizaron los estudios in vifro
que involucraron el analisis de la region promotora del gen del transportador
SNAT2.

Para esta etapa del proyecto se procedido a amplificar fragmentos de DNA
genomico de diferentes tamafios de la region promotora del gen de SNAT2
por medio de deleciones especificas y clonarlos en vectores reporteros de
luciferase (pGL3basic). Posteriormente, se determind la actividad promotora
de estas construcciones en respuesta a diferentes concentraciones de
glucosa por medio de transfecciones transitorias en la linea cellular HepG2.

En estos experimentos observamos que efectivamente existe una
disminucion en la actividad de luciferase cuando las células son cultivadas en
un medio con alta concentracion de glucosa (25 mM) en comparacion al
grupo control el cual se cultivd en medio con 5 mM de glucosa. Este efecto
fue mayor cuando se sobre-expresaba el factor de transcripcion ChREBP.
Estos resultados nos indican que el factor de transcripcion ChREBP media el
efecto represor de la transcripcion de SNAT2 en respuesta a una alta
concentracion de carbohidratos.

Otro punto que se llevé a cabo durante esta etapa fue la determinacién de la
unién del factor de transcripcion ChREBP al sitio ChoRE in vitro por la técnica
de EMSA. Los resultados mostraron la formacion de complejos DNA-proteina
al incubar extractos nucleares obtenidos de células con sobre-expresion de
ChREBP con oligonucleotidos que tienen el sitio ChoRE del gen de SNATZ2.
Se realizdé un ensayo de super shift para determinar que la proteina que
forma el complejo con la sonda es efectivamente el factor de transcripcion
ChREBP utilizando un anticuerpo especifico anti-ChREBP.

Estos resultados en conjunto demuestran, in vitro, que el factor de
transcripcion ChREBP se une de manera especifica al sitio ChoRE localizado
en la region promotora del transportador SNAT2 para regular la transcripcion
de este gen.

En la tercera etapa del proyecto se determiné el efecto del silenciamiento del
factor de transcripcion ChREBP sobre la transcripcion del transportador

Avenida V ] . , ;
ouitogs  noSNAT2. Para realizar el knock-down de la proteina ChREBP, la linea celular

Colonia BelisHepG2 (hepatoma humano) fue transfectada con el plasmido shRNA. Estas
gz'r‘;';ga“(eiz ?f?ﬁ@élgﬁlasf fueron cotransfgctadas con las cgnstrucciones SNAT2-Luciferasa y
Codigo eesiiad teriormente fueron incubadas en medio DMEM con 5 mM o 25 mM de
México, Distrito regbugosa. El grupo control fue cotransfectado con los vectores vacios

Tel. (52)54870¢@rrespondientes.

WWW.incmnsz.mx
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k%%erva una disminucién en la actividad de luciferasa cuando se incubd en
ciencias mepi@edio con alta concentracion de glucosa.

Y NUTRICIPRstos resultados confirman que el factor de transcripcion ChREBP media el

SALVADOR ZUBI

éfécto represor de la transcripcion de SNAT2 en presencia de un medio con
alto contenido de carbohidratos.

Durante esta etapa también se realiz6 la generacion de la mutacion de sitio
dirigido del sitio ChoRE utilizando el kit commercial QuickChange
(Stratagene). Una vez obtenida la clona de la region promotora con el sitio
ChoRE mutado podemos llevar a cabo el analisis de la actividad promotora
de la secuencia mutada ante un estimulo de glucosa.

Por otro lado, durante esta etapa se realizd la determinacién de la
interaccion de ChREBP con algunos corepresores por medio de un ensayo
de co-inmunoprecipitacion.  Células de la linea celular HepG2 fueron
transfectadas para sobre-expresar al factor ChREBP e incubadas en medio
DMEM con 5 o 25 mM de glucosa. Sin embargo, es necesario llevar a cabo
ensayos que confirmen la interaccion de ChREBP con un corepresor.

Actualmente se estan llevando a cabo estos experimentos para poder
concluir definitivamente el proyecto. El poder realizar estos experimentos
adicionales le daran un mayor valor a nuestro trabajo para ser publicado en
una revista de alto impacto.

Atentamente

141
r

p
qfé/’-j' 2
L 17 .
/
Y

Dr. Victor Manuel Ortiz Ortega

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
Codigo Postal 14080
Meéxico, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS México, D.F. a 10 de Febrero de 2016

Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Dr. Victor M. Ortiz Ortega
Depto. Fisiologia de la Nutricién
Presente

Estimado Dr. Ortiz:

Por este conducto le informo que su proyecto: “EL PAPEL REPRESOR DE
CHREBP SOBRE EL TRANSPORTADOR DE AMINOACIDOS NEUTROS
DEPENDIENTE DE SODIO (SNTA2) Y SU EFECTO SOBRE EL METABOLISMO
DE AMINOACIDOS.”, con registro CINVA: FNU-685-12/15-1 finalizd en enero del
presente afio. Por lo que, le solicito de la manera mas atenta me haga saber si el
proyecto requerird una prorroga. En caso afirmativo, favor de enviar a la CINVA el
periodo de extension gue solicita y de requerir un mayor numero de animales
especificar y justificar como se utilizaran y los procedimientos experimentales que
se llevaran a cabo con los mismos. En caso de no requerir una prorroga favor de
llenar el formato de cierre del protocolo que se anexa a la presente. De no recibir
respuesta de su parte en el plazo de 30 dias, el protocolo se dara por cerrado.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente,

na A-JBobadilla San
inadora de la CIN
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c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala. Director de Investigacion
MVZ Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

NAB/nom

i NVESTIGACION EXPERIMEN
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN Ciudad de México, a9 de Marzo del 2016

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la CINVA
Presente

Estimada Dra. Bobadilla:

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo: “El papel represor de Chrebp
sobre el transportador de aminodcidos neutros dependiente de sodio (SNTA2) y su efecto sobre
el metabolismo de aminodcidos” con registro CINVA: FNU-685-12/15-1, debido a que el

protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente,

Dr. Victor M. Ortiz Ortega
Nombre y Firma del (a) Investigador (a)

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
Codigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WWWw.incmnsz. mx




0 INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRIGION
INN S 7Z SALVADOR ZUBIRAN  enero 29,2013

Dr. Victor Manuel Ortiz Ortega
Investigador en Ciencias Médicas
Departamento de Fisiologia de la Nutricion
Presente,.

Con referencia al proyecto de investigacion: “El papel represor de ChREBP sobre
el Transportador de aminoacidos neutros dependiente de sodio (SNAT2) y su
efecto sobre el metabolismo de aminoacidos”.

Registro CINVA: 685
Clave: FNU-685-12/15-1

La Comisién de Investigacion en Animales (CINVA) revisdé su respuesta a las
observaciones emitidas por la CINVA, y se decidio APROBARLO para su desarrollo.

Atentamente

£

Animales

ccp. Dr. Rubén Lisker Y.- Dire
MVZ., M.en C. Octavi

or de Investigacion

illanueva Sanchez .Secretario de la Comision de
Investigacion en Animales

Dra. Nimbe Torres y Torres.- Comision de Investigacion en Animales

o6 INCMN NS

Investigacion ®® DIRECCION DE NUTRICION e Vasco de Quiroga 15,
Tradicion Servicio 0 FEB 2013 %g@ﬁ " Delegacion Tizipar
e C.P. 14000 México, D. F.

Asistencia Docencia FleQ?gZ?RTAMENTO DE
' A DE LA NUTRICION e Tel. 54-87-09-00

20007700




PROTOCOLO CLAVE: FNU-685-12/15-1

;
TITULO: El papel represor de ChREBP sobre el transportador de aminoacidos neutros
dependiente de sodio (SNTA2) y su efecto sobre el metabolismo de aminoacidos

@ T ¥
INVESTIGADOR RESPONSABLE: Ortiz Ortega Victor Manuel ap | B C AN B

D@ DELCION DE NUTF.
DEPARTAMENTO: Fisiologia de la Nutricidn o% P )
a¥ J U4 2017

DEPARTAMENTODF

Observaciones.
1. Escribir correctamente el nombre de la cepa: C57BL/6
2. En el estudio de sobre-expresién de ChREBP se menciona que se:
a) inoculara virus por via intrayugular. Es necesario describir el procedimiento.
b) extraerd sangre a los 6 dias de inoculacion. Especificar el procedimiento y volumen.
3. En el analisis estadistico establecer el valor de p para considerar la significancia estadistica.
Objeciones

1. Describir correctamente el procedimiento para realizar |la eutanasia por decapitacion. El CO2
no es un agente anestésico.

2. Establecer los puntos terminales o criticos que determinaran la eutanasia en caso de dolor o
sufrimiento de los animales.

FISIOLC GIA DE LA NUTRIC i




PROTOCOLO CLAVE. BMG-741-12/14-1
TITULO: Contribucion de la regulacién de la expresidn genética y proteica en los efectos ...
INVESTIGADOR RESPONSABLE: Larrieta Carrasco Maria Elena

DEPARTAMENTO: Unidad de biologia molecular y medicina genémica

Observaciones.
1. Definir el numero de animales por grupo.

2. Presentar justificacidn estadistica para la determinacion del tamafio de los grupos.
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articule 13 gue la canalizacidén de recursos por parte del Consejo MNacional de
Giencia y Tecnoiogia, en adelante e{ "COMACYT", a programas, ‘proyecios,
estudios, invesiigaciones espﬂcmcaj storgamiento de becas en sus diferentes
modalidades y cuaiqu er olic apovo o yuda de caracier nronor‘nm que convenga o -
rarouo.uone e“ara 5|emp|a sujuta ai= wmbfnuo detn comrat conveno segun SR
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=l “CONACYTT con base e tribuciones legales ds que disgone y de
conformidad con los lineamisnics estabiccidos en & Plan Nacioral dé Desarrollo
(PND) y en el Frograma Especial de Ciencia, Tecnholodla e lnnovacnon (PECITH,
cuyas lincss estraidgicas ssra‘oleuen el apoyc a ia Ciencig, la iﬂcnoiou;a y la
Innovacion como elementics de desarrollo del p?‘IS y 2l bienesiar éf— la sociedad an
SU GO ruumo ttvo a Bien expedir las Reglas de Operacion de los P‘ogm"]ac del
TCONASYTY, dentro de las cUsles s incluyen lu. relativas 2 los Programas ds
Fomemo a la Invastgacion Cientiilca y de Fomento a |z Innovacidn vy 2l Dasamollo
Tacnologico, asi como el subprograma de Clencia Bésica aprobade por la Junta dz
Gobierno del "COMACYT™ an su X! Sesion Ordinaria cetebrada en ef mes de jullo
de 2005, ol cual contemnpla dentro de sus objetives el brindar anovo al desarrollo de
proyectos de investidacion basica que coniribuyan a incrementar &l conocimiento
cientifico en general, ampliar las fronteras del conocimiento, mejorar ia calidad de2 13
educacion en ciencia v tecnclogia, fortdlecer los posigrados y ampliar la
infreestruciura cientitica y tecnoldgica nacional,

}

Con fechg 4 de diciembre de 2002, la Secrstaria de ;dubac BN Publica v el
"CONACYT™, con fundamgnto en los articulos 15, freccidn I, 17 y 18 de ia Ley para
el Fomento de la !nvemlgaﬁ dn Cientifica Y Tecnologica, a ctuaim\,me 23, freccion 1,

I e

25y 26 de la LCyT, celebraron un Convenio para establecer ef "FOHDO™

El Convenio de Colaboracion celebrado e"}tre la Secrataria de Educacion Publica v
el "COMACYT” para establecer el "FOMNMDO™ fue modificado con fecha 21 da
sepiembre de 2008, con el objeto de ampliar fa vigencia de dicho instrumento y
actualizarlo para continuar ia operacicn del "FOND O™,

| EOMDO™ en iérmincs del artdoulo 25, fraccidn I de s LCyT, considera como
sujetos de apoyo a las Universidades “e Instituciones de Educacion Superior,
plbiicas y particulares, centros, laboratorios, empiasas publicas v privadas y demas
personas que se inscriban en el Regisiro Macional

e instiinciones'y Empiesas

Clentificas y Toonoldgicas (RENKES “’T} los cuales soh “eirgidds “medianta
cmcurso v bajo las modahoedcs que exnrasamenie defermine ef Somitd Tionico y
da Administracidn con apego a las Reglas de Operacion del Fideicomise v segln la

Con\focator.a de Investigacion Cienifiica Basica 2012,

Con al fin d2 ajustar la operacién y administracion del "FONDO™, &l Comité Técnico
vy de Administracion en su Décimo Octava Reunion Ordinaria, de fecha 15 da
diciembre  del 2011, mediante acuerdo nUmero 08-BORD1B-11 - aprobo
modificaciones a las Reglas de Operacién del "FOMDC", lo que hace nacesario,
ajustar el "COMTRATO", : S

En razén de lo anterior, el 15 de junio de 2012, e firmd &l Segundo Convenio
Modificatorio al Conirato del Fidelcomiso del "FOMDO" celebrado por &l

aiid

"COMNACYTT, en su calidad de Fidelcomitenie; v por ora parte, como la Insttucion
Fiduciaria, Nacxona} Financiera, S.N.C,, el cual iiene por objeic la modificacitn de las
Clausulas Sexia, Sépiima, ﬁcla\,a Novem, Décima, Décima Primerz v D?_cam

Segunda, Décima Cuarts, Décima Séptima y Vigésima Segunda del "CONTRATO™,

£l Comité Téenlco y de Adminisiracion, previo proceso de evaluacion a que se
refieren las Regias de Operacion del ’FQ“&WO“ en su SGQIOH Ordiparia nimero 19
de facha 26 de junio de 2012, mediante Acuerdo namerc 15-SCRD19-12, autorizé la
canalizacion de recursos a favor del "SUJETD DE APOYOY, vor un monio de

$1,473.480.00 (LN MULLON S CUATROCIEMTOS \;”_‘NHTRE'“ ML

CUATROCENTOS OCHENTA PESGSE 00/10C M ), para el desarrofie del proyacto

denommado FLPAPEL REPRES:? DF NHRERR S0BRE EL TRAMNSPORTADOR
E AMINOACIDOS NEUTRGOS DEPENDIENTE D5 <ODIG /SNATZ) Y'SU EFECTO

SOSRE EL METABOUISMO DE AMINOACIDOS,, en o SUCDSE\/O &l ‘“’:Jp.a‘*\/: oTor

' v

e aa Rt o TN




L EIPFONDO™ a trevas de sU represeniante declars que:
' 4

A, Con fecha 27 de diciembre del 2002, e "COMAZYT" en su calidad de
Fideicomitznia, calebrd con Nacienal Financiera, S.N.C., en su calidad de Institucidn
Fidua;aria “el Contrate de Fideicomiso dsl "FOMDO", en o sucasivo el

CONTRATO", cuya tnalidad fundamental es la rmnais,,auon de recursos para Ia
realizacion de investigaciones cientificas o tecnoldgicas, innovacion y desarrollos
tecnoldgicos, formacion de recursos humanos especializados, becas, divuigacion
cientifica y tecnologica, creacion y fortatecimiento de grupos o cuerpos académicos
de investigacién y desarrollo tecnologlco y de 1a infraestructura de invesiigacion v
desarrollo que requiera ef sactor: L& anterior, en ef marcy de ios programas que el
Com;aﬂ Téoniso v ds &dmmiairwmﬂ aoruebe R

B. El Contrato de Fideicomiso del "FONDO" calabrado entre sl "CONACYT" v Nacional : 3
Financiera, S.N.C., fue modificado el 21 de sapliembre de 2009, para ampliar la.
- vigencia de dicho instrumento y autua!varlo oon el fin de continuar con la opearacion’
del " ONDO" o - s .

-

C. ‘La Secretaria de Educacion Publica; con facha 1° de noviembre de 2010, designs a
la Lic. Karta Raygoza Rendén como ‘Sacrataria’ Adininistrativa del "EQMDO" con -
lcs dereonos y obligaciones comemdos an el "CDS‘*T}%‘A:O y an 'sus Reglas de

Operacion.

D El Comité Téenico v de Admémsffapién 'déi' ".’%’.55\;553&.3".; eaéu sesion numero 16 de
virtud del cual comparsce a la celebracion def presente Convanio,

E.V Nacional Financiera S.N.C., en su ca_iidad.dé..!ﬁS'ii.{ucic')n Fiduciaria y en cumpﬁsﬁiento

a lo dispuesto en el inciso que antecede, le otorgd a la Lic. Karla Raygoza Rendon,
poder general para pieifos v cobranzas, acios de adminisiracion v para cubrir vy
manejar cuentas bancarias, mismo que se hizo consiar en el testimonio de iz
escritura plblica numero 118209 de fecha 27 enero de 2011, otorgada ante |a fe del

echa 17 de diclembre de 2010, instruyo a la Fiduciaria el olorgamientc del poder por
|
Lic. José Angel Villalobos Magana, Notario PUblico ntimero 9 del Distrito Federal. |

F. Tiene establecido su domicilio en Avenida insurgentes Sur nimero 1971, Torre iV,
nisa 8, Colonia Guadalupe I“m Delegacion Alvarc Obregon, Méxica, Distrito Federal,
C.P. 01020, mismo que se !a nara los fines y efectos legales de este Convenio

1 EITSUJETD DE APDOYD" a través de su vepresenianie declara guse:

A, Es un organismo publico descentralizado, con persoﬁaiidad juridica y pairimanio
propios, de coniformidad con lo dispuesto en los arficulos 3, 9 y 45 de la Lsy

Organica de la Administracion Publica Federal; 2, 14 v 15 de fa Ley Federal de las ‘ n
Entidades Parasstataies; 1, 5 fraccion HI; 9 fraccion Il de la Ley de los Institutos ‘ \ "‘{U l
Nacionales de Salud, publicada en el Diario Cficial de |la Federacién el 26 de mayo- \\ ‘ |

de 2000; 3 fraccionss |-, XIV, 34 fraccidn | del Estatuto Organico del Insiiiuto, 4 ‘

i publicado en ef Diario Oficial de la Federacion ef 20 de Octubre de 2009, ‘ {\,—?\ |
. y |

2 £l (la) DR. DAVID KERSHENOBICH STALNIKOWITZ cuenta con las faculiades
para suscribir el presente Convenio, tal v come se desprende de la escritur2 publica
numero 137232, de fecha 21 de junio de 2012, pasada ante la e del LIC. IGNACIO
SOTO BORJA, Notario Publico numero 129, del DISTRITO FEDERAL, MEXICO, D. oy
F manifestande que a la fecha de finda del presente fnstrumemo -SUS racu%tades no .
le han sido !’EVOC&dab ni modnmadas en forma ak,una S : :




Timma Diactrémics :

C. El Eegistro Federal de Contribuvenies inscriio en |2 Secretaria de Haclends y
Crédite Publico es IMCT1010MRNT

D. roguesza denominada:

ANSPORTADOR DE
, : i‘eﬁ;‘l\Tz) Y 24 :CTC
CSOBRE L iﬂyshmBD,a' } E C1D'OS ", con clave name
00000000C183037, dz la que se derivd TTON hsomo que se rataciona en
=l Anfecadente 8, que forma pariz del ot U'CSGﬂT..., Convenio.

. Tiene establacide su domicilio an \/d CC DE QUIRDGA EXTANT 15, SECTION
KV, TLALPAN, C.P. 14000,MEXICO, DISTRIT FED RAL, *ﬂlsmoq safiala pars
los fines vy erecics Iewl s deeste Co nvemn

P, En cumplimiento’a o dnspue por los articulos 18,17 v 25; fraccion §i de la LCyT,

encuentra inscrito en el Ragistro Macional du-ﬁsuumog@ 25 Yy Empresas
’}% nifiicas v T2 r‘n@scgasaq (?E NIECYT) a cargo del "COMATYT™, {al y como se
redita con la consiancia de inscripcion numero 008, :

7130
6]

in
i

v
I

UNICA, Las partas exprasamente manifiestan su conocimiento. al contenido 'de o -
es artfeuto 12, fraccion I de la LCyT que &'la leta dice:’ "Los
s actividades de mvestigacion, desarrolio {senpldgico 2
sgan objsio ::: a’p@ﬂos Eit zermén s de esia Mj SN
1 amenie evaluades y se | rén en cuenia para el ociorgamisnto da
gaaygfs posisriorss” T

A

Exatlesto o anierior, las partes se obligan de acuerdo con las s:gweﬁtes

Fl objeto del presente Convenio consisie en canalfizar los recursos asignados por e!
TEONDOT en favor del "SUEETO DE APOYO”, pars ia realizacion del "FROYED
robado,  denominadoe  EL PAPEL  REPRESOR DE CHREBP SOBRE EL
RANSPORTADOR DE AMINCACIDOS MEUTROS DERPENDIENTE DE SODIO {SNAT2)
SU EFECTO 308RE EL METABOLISMO DE AMINOACIDOS., cuya rasomsaoaﬁdad de
iecucion y correcta aahcau &n de los recursos, gueda, desde E"“L‘” momento, plenaments

asumida por el ’MLwJa_JC’ DE AFOYO”,

S )]
. "U .

L

Tl objetivo del "PROYECTO'es Determinar si ChREBP regulz la transcripcion del ‘ . '
transportador SNATZ a través de su union directa ai sitio CnoRE jocalizado en la region i
prorotora de-éste gen en resru-ﬁsm a una alia concentracién de giucosa..

u pairimon'o y en cump!imfenio de los acuerdos fomadas porel ' , ;
nistracion, vy con sujecion a lo- establacide en el presents n
TS DE APOYO” la cantidad totsl de $1,423,480.00 { UM W
YEINTITRES ML Ei:m OCIENTOS QCHENTA PESOS A~ \




1. £1 Ansxo Uno contiene el Desglose Financiero del "PROYECTO.

2. El Anexo Dos contiene los objetives, meles, actividades, entregables y plazos con
los que se aprobo el "PROYECT O_

¥

Los Anexos solo podran ser modificados si para ello concurre |a voluntad de las partes,
mediante acuerdo por escriic.

RA. GBLIGALIC OHES DEL ”FONDQ"

it

b

C

M

o

z)Canalizar al "SUJETO DE APOYO™" ios recqrsos oconomcos a gue se refiere la

Clausula Primera de este instrumento, r’t!amos que seran-entregados en términos de
lo presentadc en la propuesia conienida.en el Anzxo Uno, a través de las
ministraciones correspondienies a cada una de. hs eaapas que’ conforman en su
conjunto el "PROYECTO™. ; n

?

piVigilar por conducto del e C"EM}’IO Tﬂi‘:n*r‘o Ia ce d aplicacién y.adecuado .
r L

aprovechamiento de Ios

CUrsos.. econommos
TSUJETO DE APOYO™. :

efectivamente  canalizados  al

c)El "FONDO™, a través de Eos medlos que considere. pnl‘memes pod;a an cua‘qular
= supervision, con ef propdsito’ de; -
constatar el grado de avance en ei desarro!lo de Ios II’abquS y la correcta apf cac 0‘1 e

“rnofmenio reafizar auditorias y/o practicar visitas:

de los recursos canalizados al ™3 iO L 'XD{}YO" :

CUARTA. OBLIGACIONES DEL "SUJETO DE AFOYD™

a)El "SUJETO DE AP{)" " se obliga. a2 destinar bajo su mas estricta

responsabilidad  los  recursos  econdmicos: s ministrados  por el "FONDO",
exclusivamenie @ la realizacion del "PROYELTO", dé conformidad con lo dispuasto |
en ef presente Convenio y los Anexos que Torman paﬁe infegral del misma.

mEl "’QDJZTO CE APODYO” quada ""prﬂsameme obligado a proporcionar las
facilidades nacesarias para peam tir el acceso a sus mstafdcsones asi como para
mosirar la informacién técnica v financiera que le sea solicitada por ef "FONDO™,

c)Rendir ios informes a que hace referenca la Clausula Quinta de este Convenio.

FY’

QUINTA, INFORRME

£] "SUJETO DE APOYO" deberd presuntar Ios informes respectc del avance del
"PROYECTO", de comorm!dad can o SlgUIEﬂtr—

1. Informe Técnico al cierre de cada e'rapa Confdrme a las actividades establecidas en
el Ansxo Dos del "PROYECTO™

“2  Informe Financiero acorde al Desglose establecido en el Apexo Uno del
CEROYECTON '

Los Informes mencionados deberdn contener los entregables comprometidos para esa

etapa, la informacion de la - ‘aplicacion. de los recursos canalizados; y una valcracion

'razonao;e 'spbre 1z v:abmdad de alcanzar-‘el objetive del. "PROYECTO? par. pért_e del. -




La recspcidn de Ins Informes como soporis no implicz |2
=3 q;tgdo“l%quﬁ seran debidamatts svallados anto por af 5
Tacnico), como por fa Becretaria Admini | Fi

fiva (]']th me Fin

oara procm*cn ¢ la enirega de la ministracion corraspondienis 3 |
evaluacion saz poskiva l= serd ministadz |z siguiente etapfa v de sar negaiiva os
Secretarios antes mencicnados pro cederan z raquerir sea subsanada la irragu ularidad o en
31 caso, sa suspenda o se cancele i 2payo,

Al fgrmino del "“QEDYF'CTO'“, sl "SUJETD DE APDYOY deb ela presentar al Sa:retarr’o
corzspondientz un Informe Fin iTecnc 0 Y Unoe rFinanciero dento d= Io 30 (treinta) dizs
ﬂaiuraiw contados & parti de1 fecha de conclusion del "PROY “r: CTO" en of Informa Final
rinanciero sa incluira a hca»ud sxprasa del finlguito d oS recuisns scondimicos
otorgados, censiderando el debido cumplimiento del "PROYECTD" v que ios FECUrsos
canalizados fusron utiliZados Onica y exclusivamente para su des‘;rrollo :

Fara la expadicion del Flﬂlquato s=2ra ndisp@nsabie que al @&rmino del "FA U:’:CTU el
"SUJETD DE APOYO® reembalse al "F FOMBO" of remanents de los CLi’oOS ~conom;coa
que no hays aplicado al desarrolio del "PROYECTS”, en |2 cuenta que se dv'ﬂt-‘arr“m@ para
tal efecio. | ¥

De proceder los Informes Finales' Técnico, Financiero y ef Finiquito, el "FONDO™ por
conJucio def Bzoretario Teonico v de la Baorsiaria Administrativa amitiran Un dictamen

respectivaments, en el que.se contendrd ia resolucion de cierre del "PROYECTO",

crmor*'me a8 !os ort IPTIOS y-procedzmlemos e&abfec;dos par el ""DMDO" :

Fl "SUJETD OF A PO Yo debé 5 de g Ardar toda aqualla informacion tenicasf

que se geners v que estime relevanie para realizar fuiuras  evaluaciones ‘sobre &l
"PROYECTD", duranie un perjiodo da 5 (cinco) afios posterioras a la conclusion de los

apoyos o:orgados por el "FOMNDO",

El "FOMDO™ por conducio de ia S»ﬂc retaria
"SILETO DE APDOYO" en los t&rminos esiablacides en el ﬁne,w Jno

El "BUJETO DE APDYO" deberé presentar recibo institucional "o factura “segin
ca S R : s

corrasponda por cada una de las ministracicnes.

Una vez liberada la orimera ministracion vy a la conclusién de la primera ctapz dei

Financiero, a efscio de que se realice {a minisiracion correspondients al periodo siguiente v
asi auccswamun g, hasta la conclusion dal "PROYELSTDY,

Dicha minisiracion se raalizara siempre vy cuando ambsas evaluaciones sean favorables,

-

SEPTIMA, AREAS DE CQGRDS;‘«JAC-}{}N
La Secrataria Adminisirativa rf«-aiwala el ssguimisnto financiero v adminisirativo dal uso
de los recursos del "FOMDO" por el "“UJ“"!Q Dl APOYO" en el "PROYECTO"
aprobado. : . o

Cl Secrefaric Vaonico coordinard el Deﬂuimie”ro teonizo del "PROYECTO apoyado con -

les recursos dal "F\.)

’ HDO“;asx’ oomo = Dvaimmm de resuhados dg,l mmmo

Y -'-u.lace .r,:on el Sf‘" =5

ﬁa*wctp}u L

Ac?mm:szmu ccmafuara Ios c'ufs'os_'al'-

TO, el "SUJETO DE APOYOD® presentard el Informe Técnics ¥ &l lmo#me -
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el desarrollo del "PROYECTO", presentar ef informe de cierre, vy en general supervisar el

1=

fiel cumplimiento del pr aseme Convemo

En casc de ausencia temporal mayor & 90 (novenia) dias naturales o definitiva del
Responsable Técnico, el "SUJETO DE APGYD” debera dedignar al sustituio, notificando
de ello al Secratario Técnico dgl "FONDQO", en un plazo que no excedera.de 15 (quince)
dias naturales posteriores a que éste se ausente.

El "S1JJETD DE APCYQO" designa a C.P. MARTHA ARREDONDO UP\EUA,, como
Responsable Administrativo del "PROYECTO" qmer auxiliara al Responsable Técnico ¢

su funcion de enlace con la Secraiaria ;‘%dﬂ:ms iraiiva vy lendrd como chligacién direcia ei
manejo de jos recursos del apoyo econdmico canalizado al "SUJETO DE APOYQ", asi
como los asuntos contables y administrativos del "FRE "’L{EJO”

£n caso de ausencia temporal mayor a SO (nhoventa) dias naturales ¢ definitiva del
Responsable Administrativo, el "SUJETO DE APOYO" debera designar al sustituto,
nofificando de eflo a la Secrstaria Administrativa def "FONDO”, en un plazo gue no
excedera de 15 (quince) dias naturalrﬂs posteriores a que ésie se auseme

TOOTAVA, CUSNTA BANCARIA

= "3UJ:"D De- APOYD” deberd disponer de una cuenta de'chegues; a través de la cual .
se le canalizaran las ministraciones correspondientes a cada etapa, misma que deberd sar
notificada a la Sacretaria Adminisiraiiva del "FOMDD”, dehiendo estar a nombre del
"SUJETO DE APOYOQ", la cual sera operada mancomunadamente por el Responsabie
Técnico v o Responsatle Adminisirative a que se refiere la Clausula anterior, dnicamente
ara administrar los recursos canalizados al "PROYECTO", por lo que sera necesaric gue
la misma se encuentre acreditada ante el "FOMDO", oreviamenie a la entrega dz la
primarz minisiracion. -

una cuenta especifica para el "PROYECTO" notiicando de eflo a la Secrsiaria
Adminisirativa, a fin de que se acredite la misma.

£n caso de que las cuentas de cheques o concenfradoras generen rendimientos, esics
deberan ser reintegrados al "FOMDO" al término del "PROYECTO, a fravés de la cuenta
gue se determine para ial efecto.

Los recurses asignades al "PROYECTO” deberan permanecer en la cuenta especifica del

“rmismo, hasta en tanto no sean ejercidos en términos de o aprobado por el Comité Técnico
v de Admlnlsrracmn. Los recursos depositados en la cuenta no podran transferirse a ofras
cuentas gue no esién refacionadas con el objeto del proyacio.

Las minisiracionas gue se oterguen para la realizacion de los proyectcs no formarén parie

|
|
£n caso de que el "SUJETO DE APOQYO" maneje cuentas concentradoras, deberd asignar et _
dal patrimonio dely"SUJETE DE ARPOYO", nide su pfesupuebto

- Es obligacion del Responsabie Administrativo del "PROYETTO" cumplir con todos los
. requisitos administrativos y contables derivades del presente Convenjo. ' ' )Y

Asimismo, las aportacicnes liquidas, concurrentes ylo complementarias se deberan
depositar en la misma cuenta bancaria, para aplicarse en los rubros comprometidos de
. conformidad con las cantidades y conceptos aprobados que se detallan en el Anexo Uno,

el Cual' férm'a parte 'inrtegrai del presente Convenio. -

'as_aporamones liquidas, concurrentes y/o comple“nemar!as realizadas para eI desarrollo
GVrC'?f‘" por el "SUJETO DE APOYO", previas a la |orr'la|[z§cxm del presenta
g 'comaoshzaran SCOMO, : aponacaone:.- I|qUIdas oneumentes  v/o

R i




_acordada con mofivo del presenie instrumenio y la necesarfa para el desarrollo del

“Téonico los producios obtenidos con ef desarrollo del mismo y se compromete 2 apoyar en

- El _’“‘OND T podla F"Sulﬂd”’ ei p.esem r‘cmvemo al . "SUJMD DE AFPOYDY, sin
. mecesiiad de declaracion judicial previa ni de dar aviso Por escr! o, cuando tste incurra en:
“alglnd, du oS suoucfstm e mmmpliu i '

B ‘“"UJ:TQ ﬁ;: APOYD" se corﬁpromeze a report?r al Sesretario Téonicn, e |r1pacjo

arﬂc" dmica
ol "BUJETOD DE AP GW" debara apir un sistama de registro contabie de los movimienios
fnanciercs rnf tivos al "PROYESTSY, asi como contar con un expedients especlico pars

fina
la documentacién dal mxbmo.

S

a5

. 3
NOWENGS, PROPIEDAD MDUSTRIAL Y1

U

W]

paries convienen en que los Deraches de Propiedad Indusiial y/o los Deraches de

1 og =Y
23 parie
Autor que sa generen como resuliado del desarrollo del "PROYECTD”, saran n propiedad de
la perscna fisica o moral, 2 quien conforme a Daracho l2 corraspondan, en & en :‘ndado oe.
qua el "FONDO" no wndrd interes juridico sobre esos derecho_s.

£ *81JETO DE APOYD" estard obligade a informar por escrita al Sesreiario, JECTE%D del
TONDO" sohre e estado que guarden los citados, dprncho:) 'y SODIS -.las p05|b as
implicaciones gue ello represente para ia viabilidad dmf PR Y;‘CTO"’ &

£n las publicaciones ¢ presentacionas que se n:ahcen dﬁrlvauas o r\,lac onadas ‘cori el
resuitado del ”D“:i’*‘“'?'“TO“ el "SUJETO DE APOYD” deberd dar, invariable memd, el
credito correspondien "“"?ON O™ R F SRR

=

£l FONDO™ se reserva el uso de los darachos de propi edgd i“\telectu i 'dé:i\f"ados'de!'
"OROYECTD” en aguellos casos en gue exista un interss de Estado deblclameme
justificade, sujetandose a los términos y condiciones que’ se est |pu£en en'_al cowanlo
correspondienta. : otk

DECIMA, INFORMACION ,\ES‘EZ’?.‘ ADA
Las panes s compro*wepn a tratar como reservada toda la informacion intercambiada o

PRROYECSTOD, excepio aquaf & que deba considerarss pubﬂca an terminos ga lo dispuesio
en la Ley Federal de 17 awcparuncua y Acceso a la Informacion Pubhca Gubema“ﬁan al, su

Reglamento y demés disposiciones jurfdicas aplicabies.

DECHIA PRIMERA. ACCESD A LA MNFORMACION

Bl SUSETO e hPO‘ " 52 compz‘ometz- & proporcionar la nfor macion del "TPROYECTO"

re ucrde por el Bistema Inisgrado de Informacion soore m%ug:man Cleniiilea v

Tocnologica (BUTYT) que opera el "CONACYT", Dicha informacion sera publicada en su

g ina de Internet, dando con ello cumplimiento & las disposiciones de la Ley Federal de
ansparencia v Accaso a la informacion Publica Gusﬂmam\,mai

na
I

Al t&rmino del "iﬂms’l 70", el Responsable Técnico ?_ sherd enu\,g roal Bacreiario

el proceso de transferencia de tecnclogla, adopmon ddaammon asmﬁac:on entre olros.

Rl =T=Tpyrem

Cientffico y/o Tecnologico derivado del "PRO? J‘”f{}" 'clouqrmllpdo

DESMA ::::,Lndz"i'“.ﬂ! RE:S-‘J séN )

G L,U" de maner




Firma Elecizomca

. v

continuacion se sefalan:

i

alAplique los recursos canalizados por e "FORDO™ con finalidades distintas a ia
realizacion dirscta del "PROYECTDO”.

¢

¥

biNo presente los Informes Técnicos v Financieros al clerre de cada etapa o ho )
atienda las ooservaciones emitidas por las instancias de evaluacidn y seguimienio.

ciNo presente los [nformes Técnico y Financiere finales o no o haga
satisfactoriaments.

)Mo brinde las {acilidades de acceso a la informacion, o a las instalaciones donde
se administra y desarrolla el "PR‘G‘{ECTO”. - '

s)El estado del ”PP“Y?PIO“ no guarde cmgruencxa con los informes hasta ese
momento presentados. -

7Por identficacion da dcsvlacsone:, no reportadas en {a etapa de desamolio 3
correspondlentu per pcﬁe de !os Responsab£cs Tecn!co vio Administrative. R .

giNo comprusbe la debida apfcaum de los recursos canalizados para - el
"PROYECTO" cuando Ie sea exp.esame“lta rﬂquaﬂdo por et "FONDSY, - o -

h)Proporcione informacién o docume‘ltacgon falsa

)Retirar los recursos de la cuenta espec ffica del "PROYECTO" para transferirios a”
ofras cuentas no refack onadas con el ehieio del mismo. S

E
|
;
s

Dincurra an alodn otro incumplirmiento a este Convenio y a sus Anexos.

Cuando el "FONDO", ejercite el derecho contenido en la presenie Clausuia, el "SUJETD:
DE APOYD" reembolsara el remanenie de los recursos que le fueron canalizados eny tn-:"
plazo no mayor de 30 (freinta) dias naturales, contados a partir del requerimienta escrito
gue se le formule para tales- efecios, con independencia de que se haga acreedor a la
sancion a que se refiere la Cléusula siguiente,

Do CIIA TERCERA. IMCUMPLIMIENTD

En aquelios casos en que €l mcuwwphmlﬂmo por paria del "SUJETD DE APDOYOY, a través
da su Responsable Técnico, a las obfgacuones gque asume por wﬁud del presente
Convenio, saa tan grave gue impida continuar con el desarrollo del "PROYECTO" v e -
PEUJETO DE APOYDO" & irzvés de su Responsabie Técnico, no subsane el
incumplimianto, el "FOMDO" procederd a cancelar &l apoyo, v el Responsable Técnico de
"PROYECTO™ dejard de ser beneficiario de 105 apoyog que otorga el Gobierno Federal en
esta materia, pudiendo tomarse en cuenta este incumplimiento para la participacion futura
de apoyos de los programas del "COMACYT”, incluyendo los diversos Fondos regulados

enla LCyT

D éc;m CUARTA c SO FORTUITO Y/O FUERY AMA‘YDR

- -Er;ﬂe! supuesto de que por causas de fuerza mayor no pueda terminarse el "PROYECTO",
Celi"SUJETO DE APUYO" debera notificar al "FONDO" las causas por las que no se puede
_concluqr_ debtendo reembolsar en ia cuenta gue para tal efecro se deuar"mme el remaneﬂte




DECIHA QUINTA. TERMINACION ANTICIPADA
F "EOMDO™ podra dar por terminade de manera anicipada &l or\,:mme Convenio, cu’-‘ndq
U juicio existan circunstancias  gue 'mpidaﬂ contnuar con el desarollo et
:‘-’-;"-“CTO“J previa notificacion por escriio que se haga al "3UJET0 DE APGYD™ con
acion minima de 5 {cinco) dias naturales,

una anticl

'Cﬂ

Zn &l sunussio de tarminacion anticizaca del prasentz Convenio, & "3UJET A
embelsara en depdstio al "’“’“i;ﬁ’ a la cuenta que se determine para ial efecto, &l
smanente dz los recursas de apoyo econémico que, &0 sU caso, no haya spliicado al

i
=]
r

STO", en un plazo no mayoer a 15 (quince) dias naturales contados a partir de la
fecha de uonc!us ién del mismo.
Er} quier casn ds devolucidon de recursos econdmicos dal ”P%DYE{?T‘D“] e
Rasponsable Administrativo del "PROYZLOTO" tene la obligecidn de dar aviso de

inmediaio a |z Secretaria Agminisirativa de la devolucion de los recurscs al "FONMDO™, v

transferencia bancaria, para que &l recurso devifelto sea identificado mmedialameme

J,a
U‘
=
-
‘La
CJ
;v“
o

DECEIA SEXTA, RELZ

Zl TFC ~aiiai)” no establecsrd ninguna relacion de cardcter laboral con el personal que ef
ET

YEUJ DE APOYO" llegase a ocupar para la realizacion del "PROYECTD", en
consecuencia, ias partes acuerdan que ol pemmai designadao, coniratado o comi slo-xado
para ia re hzaczm dal "PROYECTD™, estard bajo la dependencia directa def "BLJETO DE

AEOYOY Y por lo tanto, en ningln momenic sc considerara al "FONDO™ como pairén
wohdano o sustituto, ni tampoco al "SUJETO DE APOYD™ como intermediario, porlo que el
SEOMDOT no asumen ninguna respmsab:ided gue pudiera prascmcuse en “naLeua de
irzbajo j seguridad social, por virtud del prasew = Convenio. : el

Queda expresamente pactado que las pa t2s no fendrén responsabilidad civil por los dafios
y perjuicios que pudieran causarse coimo consecusncia de caso fortuilo o fuerza mayor,

C
pariicularmente por el paro da Iabo s académicas o adminisirativas, en la inteligencia de
gue una ver superacos estos eventos, se .eanuc‘aran ias acu\,fidadea en la forma vy
#rmines que dictaminen las paites. :

Tl "SUJETO DE APOYD” se obliga a cumplir v hacer cumplir durante el desarrolle del
;“QO‘I ECTO" vy h ta su conclusion la legislacion aplicable espccalmente en materia

=colGgica, ds _prot cién a la biosaguridad y la bicdiversidad, asf como a raspeiar las
convencionss y’ proiooofos en materia ética aplicada a la investigacion, la legislacion
'JIICC!LIQ y la normatividad institucional en' ma teria de seguridad.  ~

DECIMA MOVENA. ACTUALLZ ZACION DE DATOS EM EL RENIECYT

EUUSUIETO DE AP“‘{Q" 't'endré la Gbﬁgacién de informar a la 8‘933‘513 fa A

enfre otros ca.nblos tos de sU siiu_acié_n écondmica. cambio de dormizilic
: ) . iET

S
l;'ui'ﬁﬁ? i

comprobar dicha devolucion tadiante la e"urrga de la copia de la ficha de depdsiio o de Iq
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Fimma Flecirdnica

.

a mantener actualizada su inscripcion e informacion en el REMIECYT.

FSESHAA. VIGENCIA
#
] presente Convenio tendrad una vigencia de 36 messes, contados a partlr de la fecha de la
primera ministracion, entendiendose comoe formalizado ai momenio en que se cuenie con la
. firma de todas vy cada una de fas partes que Intervienan en el mismao,

No obstante, la vigencia al Convenic podra promrogarse siempre que se cuenie con el
consentimianto de las pares y el Acuerdo que al respecio emita el Comité Téonico vy de
Administracion del "FOMDO", mismo que formara parte integral del presents instrumento.

Las obligaciones a carge del "SUJETO D& APOYO” concluyen hasta que el "FONDO™
expida el oficio de Acta Finiguito. '

AGESIMA PRIMERA. ABUNT o o DF’\EU}STDb

Los asuntos relacionados con el Obj 10 d° este Convemo y qm noe. quedcn ax pr\dsameme

previsios en sus Clausuias, ni en sus Anexos; seran m@rprmtados yresuefios de comin . .
acuerdo por las partes; apelando a su buena fa y conseoumon dei mismos proposatos
haciendo consiar sus decisiones por escrito,

VIGESIMA SEGUNDA, CONSENTR HIENTO ELECTROMICO

En términos del artfoulo 1803, fraccion | def Cédigo Civil Federsl, las partes acuerdan que.
es su voluniad aceptar integramente el cantenido obligacional de aste Convenio a través de
su suscripcion mediante e Sistema de People Soft, por lo gue reconocen que dicha madio,
constiiuye el consentimiento expraso del presente acuerdo de voluntades.

SiMA TERCERA. AUSENCIA DE VICIOS DE VOLUNTAD

Las partes manifiesian que en la celebracion del prasente convenic no ha mediado
circunsiancia aiguna gue induzca a error, dolo, mala fe u otra circunstancia que afecte o
vicie la plena voluntad con que celebran el presente instrumento, por lo que el misimo es
valido para todos los efectos legales conducentes. R

VIGESIMA CUARTA. JURISDICCION

Para la solucion a toda controversia que se pudiera suscitar con motive de fa interpratacion,

ejecucion y cumplfimiento del presente Convenio y sus Anexos, v que no se resuelva de

comin acuerdo por las partes, eéstas se someieran a las Leyes Federales vigentes vy

Tribunales Federales compeisntes de la Ciudad de México, Distriio Federal, renunciando

de:,de ahora a cuaiguier olro fuero que les pudiera corrﬂspondcr en razon de sus
espectivos domicilio$ presentes o futuros,

PREVIA LECTURA Y CON PLENC CONOCIMIENTO DE SU CONTENIDO, LAS PARTES
EXPRESAN SU CONSENTIMIENTO ELECTRONICO AL PRESENTE INSTRUMENTO
|QUE A CON NUE\C!GM SZINSERTA PARA CADA Umﬁ) ELUAS. |
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OR MANUEL ORTIZ ORTEGA
SPOMSABLE TECNICO

TP MARTHA ARREDONDO URZUA ;
RETPOMNSARBLE ADMINISTRATIVO ;

LAS FIRMAS QUE ANTECEDEN, CORRESPONDEN AL CONYEMIO DE AS;TJ’\S.(“LL 1OM
DE BECURSODS QUE CELEEnAN N,-’AQD?«M? FIMANCIERA, S.M.C,, EN 8U CARATTER

DE FIDLICIARIA DEL FIDEICOMISO PUBLICO DE AD\?HM@TR’«‘CJQN E ]‘&“;*’T’"iva‘i
DENOMINADO "FOMDO SECTORIAL DE MVESTIGACION PARA LA EDUCACION”, EL
TFONDST Y INSTITUTO NACIOMAL DE  CIENCIAS MEDICAS ¥ MUTRICIONM
SALVADOR ZUBIRAN, £L "SUIETO DE APDYO", MEDIANTE £L CUAL ESTABLECE
LAS COMDICIONES PARA OTORGAR EL APOYD PARA LLEZVAR A CABD
"SROYECTO” DENCMIMADO £1L PAPEL REFPRESOR DE CHREBP SOBRE
TRAMIPORTADOR DE AMINCACIDOS NEUTROS ”"*E”" MDIENTE DE 30010 (SMNAT2 o
Y B3U EFECSTO SOBRE EL 16: ABC‘f ISHO DE AMINOACIDOS. s ) SRR




T el "P-. b ‘,;J_.(_J i Ty 1= = o At
ama ge activicadas por stapsa

S et

oo

an

J ‘ Se utilizaran 30 ratas
Vistar macho de 180 g
de pese los cuales se
dividiran en fres grupos |
v se colocaran en cajas
ce alambre de aceio
inoxidable¥con periodos
de luz-oscunridad de 12
Detarminar Ig fhoras: Todos los grupos
abundancia  recibiran su dieta '
relativa del  jhabitual Chow duranie
RNAmM de dos dias'y agua ad -

o SNATZ en’ Jlibitum comna periodo de

higado v adaptacion.
o e iejido adiposo Postenorments, al dia -
— 514 ctepﬂ . N Iy . v »

; de raias siguienis los animales  1Se obiandra

consta de dosi 7 7 ;
cartes: 1) plimentadas  {se dejaran en ayuno porila !
. o lcon una dietg {24 horas con agua ad  jcohceRiracion |
Lvaiud; el i~ . , o

alta en jibinam, Uns vez relativa del

efecto agudo
! in vivo de una
diela afia en

carbohidratos. jcompletacc 2| periodo éRNAm de
Determinar el |de ayuno, uno dalos  ISNATZ, - !

% Carbohidratos IcoTtenido de lgrupos na recibird - ICAREBP, PK,
i cobre |a iz proteina ningln tratamiento ' ACC'y r‘AS
'sexpresic’m del SPNATZ hl adicional, :ei segundo len__h}gad_o v
gen del {Imgado y QrLpo sers ?Ilm(?ntado zf'ajldoladiposo ! 1
1 001 fransportador Jigiido adiposo joon una dieta alta en. fhratas 00/ 1201 21204 3H19/12/201 2
- SNAT? en de esios carpohidratos con /5% tahmengad.ag TR P '
ratas v, 2) animales. lde sacarosa por 4 horascon una dieta & ™ e
Anslisis de fa Detemjmar el iy el Ulimo grupc I'C’Clb!!a‘aila en
raion ‘co.n'temd'o ¥ Ha.adn?m ;na_uon o ear boj!dra'tgs. i
nrormotora del eszgdq de jintragastrica c}e_ R 52 obtlgndra N
fge:“! del fDSTOI'l]aC‘iO‘ﬂ sacarosa. Al 1‘1ngf del l}a car:mdad de -
- ansnorador de Ea_pmtema es?udio,‘se rea_lwa rdla proteina de
SNATZ 2 -CthBP en reutanzsia de los ' ONAT2 y &
] idantificacion EXTacos animales para obt‘e}jer g}ra_dondel " i
; sl < i nluc!e’al_res y  jsangre, higado vy igjida ‘Tosronl_agion ‘ ; |
L) ChoRE ciiosoicos de jadiposo. Las muastas  ide ChREBP - ‘ ; L] ,
‘ ” - higado y de sangre seran =0 higado y : ‘
3 tejido adiposo jcentrifugadas para tejido adiposo i ;
: de los mismosiseparar el suerc y * ide estas ratzas } !
] animales.  jdeterminar la .~ ialimentadas : I
| - , Amplificar los jconcentracion da - jcon una dieta o ‘ ' N
f iragmentos dejgfucagon e insulina, Se laita en : W
] IDNA - iexiraerd RNA total de lcarbohidratos,
' ~lgenomico de - jhigado vy tejido adiposo (Se A
B P diferentes #para determinagr e determinara el "
‘ tamafios de lalcontanide de RNAm de jefecto de una
region - L oL iSNAT2, ChREBP, PK, - jala

prO“ﬂoLora dellACC y FAS pbr PCR de concentracion! -
5 uempo rezﬁ Se’ dc-_sacarma '
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Hu’" s

Recursa
FONDO
FONDO
FONDO
~ONDO
FONDO
FONDO

FONDO
FONDO

FONDO

FONDO
FONDO

Tipo de
Recurse

FONDO
FONDO
FONDO

FONDO

FONDO
FONDO
\ FONDO
" FONDO
FONDO

FONDO
FONDO

FONDO'

Categoria del
r2cilrso

- GINVE

GINVE
GINVE
GINVE

-GIMNVE

GCORR
GCORR

GCORR

GOORR

GCORR
GINVE

Categoiia del

recurso

GCORR
GCORR
GCORR

GCORR

GCORR
GCORR
GCOR
GCORR
GCORR

=
9

5

GCORR
GCORR

" GCORR

GCORR
GCORR.,

GCORR

GCORR

Etaba: 001
Subcatsgona del -
recurso
402
402
4072
402
402
332

ctapa: 002
Subcatagoria del
recurso

326
328
326

329
332

Ftapa: 003

Sub Btagoria del

e laboratorio
quipc de laboratorio
Equipo de laboratorio
Equipo de laboratorio
Fquipo de faboraiorio
Seres vivos
Materialas de uso
directo
Maierigles de uso
directo
Materiales de uso

“directo -

Acervas bibliograficos
Eguipo de computo -

Descripcidn da
Subcaiegoria
Materiales de uso
directo

Materiales de usp., .7

direcio
Materiales de uso
direcio

Public ediciones e
imopresiones

Seras vivos

ACarvos bioh«ogr ﬂcos
Viaticos

Pasajes

' Cuotas de inscripcion

. 110060

5000

70000 )

10000 |
27000 S - . C

Imporie dal
recLso

80000
80000
90000

13250

9540
10000
18550
8500
4BA0

Total de etapa; $324480

Descripcion de

~ Subcategoria

Cuotas de inscripcion

 Pasajes

Viaticos

Acervos bibliograficos

Materiales de Uso
directo’

Materiales de qqo =
directo - | »
Fubiic edio"ones e .
E]”‘”“O'Si(/ 1z 7 il
S lota'"'

80000

. tnporte del

Fecurso
AB40
8500
18550
10000

goooo . "
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ldeleciones
especificas y
clonarlos en
vectoras de
luciferasa.
Evalyar la
actividad
promotora de
03

DNA
clonados,

Tragmentos de;

de SN AT2y df:
{ChRERBP fosforiiado por
western blot: Se

amplificaran fragmentos

de DNA de laregidn
promotora del
transporiddor SNAT2 y
s2 clonaran en el vecior
oGl 3-basic, sa
verificara la secuencia
pOr secuanciacion v sa
determinara la actividad
promotora por

iransfaccion transitoria

en celllas HepGZ2 vy C8
cultivadas a baja (5.5
mivt) y alta (25 mM)
concentracion de
alucosa.

del
transportador
SNATZ in
Vitro.

)

Se
delzrminars e
efacto in vivo
de una dieta
aita en

Jcarbohidratos

en la _
oresnon de

SHATZ:d

' ad!p o.de animales.e

Se utilizaran ratones

Jramos de peso. £
adenovirlls codificante
de ChREBP serg
generado g través de
recombinacion LR
utitizando el sisterna de
exprasion adenovirai
ViraPower (Invitrogen).
1 vector de entrada

un plasraido que

jcodifica para ChiRERP,

el cual se obtivo
Gracias a una donacion

Idel Dr. Howard Towle,

Coma control se
utitizara un adenovirus
codificants de la
oroteina verde
fluorascente (Ad.GFP).
L.as pariculas virales
Seran punticadas con el
kit de purificacion
Adenc-X Max
(Clentech), Entonces,
fos virus seran

fadministrados a ratones
$¥C5783 via intravencsa,

Para ello, os ratones
seran anesiesiados con
isoflurano y se les
administrard un total de
1 x 109 unidades
formadoras de placas
(PFUY deld virus
recombinante a traves
de una inyeccidn en la.
vena yugular. Despues
de b dias, se obtendran
muestras de sangre,
higado y de tejido -

2yHng Y despuss de

mactio C57B6 de 20-40 §

sera generado utilizand

B dexermmara e%




" carbohidratos

{Cdnista de dos

naifes: 1)
Tvaluar el
efecto agudo
lin vivo de una
diata allaen

sobre la
expresion del
gan del
tiransporiador
SNATZ en
ratones con
Sobre-
expresion da
ChREBP por
jadanovirus v,
) ldentificar
el (los)
=lemento(s)
de respuest
involucrada(s)
=h la
regulacion
transcripcional

a

ide SNAT2 por]

glilcosa.

wbundancia

refativa del
EMNAM de

SHATZ s
higado v

fizjido adiposo|
2l contenido
ide iz proteina

SNATZ en
higado vy
iajido adiposo
Y
determinando
= contenido y
asiado de
Tosforilacion
e la proieina
ChREBP en
axiracios
nuclteares vy
citosslicos de

jnigada y

teiido adiposo
de los misimos
animales. La
identificacion

idel elemeanto
ide respuesta
e la region

nromotora de

SMNAT2 y el

ffactor de

transcripcion
Gue median la
respuesta a
ghuccsa
traves de ia
muiagenesis
de sitio
dirigido y de
05 ensaycs
de ratardo de
2 movilidad
sjectroiorética)
(EMSA).

=
e

jcarbohidratos. Para

Idetarminarag la

Cpiruvato cinasa (FR),

iexpresion de SNATZ y

igen SNAYTZ de ratz de -
1872 & +265 como el

wligonucladtides

spolinuclectide cinasa

ingerir una dista 2ita 2n

cads experimanic, al
menos seis animales
raciiréan 2l misimo
iratamiento. En al susrs
So dewerminarg la
concantracion de
clucagon e insuiing v
los igfidos =&

oy
it

L. i
2xpresion de los.genes |

acetil-CoA carboxilasa
(ACC) vy Ia siniasa de
acidos grasos (FAS) ya
qué se ha demosiraco
Gue esios genes son
requlados por ChREBP |
v tambien se
determinara la

genes de enzimas
degradacoras de
amincacidos, de la
cliconenganesiz v de la
aliceronsogénesis. La
mutagenesis se
realizara con =l estuche
QuikChange site
directed muiagesnesis

( Stratagens) sigliendo
las especificacionas
indicadas por =
proveedor. Para generar
las secuencias mulanias
se Utilizara un plasmido
Ggue contiene ls
secuancia promatera del

remplado natural
(silvestre) v un par de

especiiiccs con los
sitios mutados. La
identidad y fidelidad de
las consirucciones se
verificara por
secuenciacion (Equico
CEQ, Beckman
Coulter). El ensayo de
retardo de movilidad
electroforatica se llevara
= cabo uillizando el
sistema Gel Shift Assay
Systermn (Promega).
Para esto, los
olicoinucledtidos de
doble hebrase
marcaran con[;,-32P]-
ATP utilizanac la
snzime T4+

Jcarbonidratos

an rationas
con sobra-
exprasion da
ChREBP
sobre la
exoresicn de

SNATZ y en a

metabolismo
o2
STHNCAsdos
en general a
travas de la

concentracion

relativa dal

RMNAM y de la

proteing de
SNATZ, Hal,

SDH, PEPCK

=n higado y

iteiido adiposo.
Sea identificaral

ef elemenio

de respuesta
da ChREBP
que media Ia
requlacion

transcripcional

da SNATZ en
respuesia g
qiucosa. Se
presaniaran

o35 resuliados |

< un
CONgreson

internacional, |

se publicara
Ln articulo
original y sa
graduara un
estudiante de
imassiria,

20/11/20
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| Esta sonda marcada se
5 incubara con 10 ug de
extracio nuclear de
HepG2 y amortiguador
de unidn por 30 min a
fempearatura ambilents,
Para el anafisis de supern
shift, se incubard 1 g

i {de anticuerpo especifica
| anti-ChREBP (Millipore)
' con el extracto nuclear
15 min antes de la
zdicidn de la sonda
marcada. Los complejos
Se separaran en un gel
de poliacrilarnida al 4%
2n condiciones no-
desnaturalizantes y se

. visualizaran por

! autorradiografia,

Se Utilizaran cultivos
primarios de hepatocitos
de rata mantenidos por
24 horas en medic'de
cultivo D-MEM o
suplementade con 10%
de suero fetal bovino.
Posteriormente, las
celulas se incubaran en
) medio suplemantado

: e con 5.5 mM o 25 mM de
glucosa por 30, 60, 120,
180y 240 minutos vy se
filaran con formaldehido
al 1% por 10 min a
temperatura ambiente.
La reaccion se detendra
con glicina 0.125 My se
reatizaran dos lavades
con PBS frio. Las
celulas se cosecharan,
se lisaran vy sa

e e sonicaran para obtener
fragmentos de DNA de
aproximadamente 300-
200 b, La cromatina
solubie se
inmunoprecipitara _ \
utilizando 4 ug de un
anticuerpo espaciiics
2nti-ChREBP (Millipore)
y proteina A
agarosalesperma de
salimon. Ei complejo
proteina A .
Jagarosa/anticuerpo/DNA]
se lavara con diferentes [Se identificara
|solucicnes a baja y alta Jel elemento
concentracion de sales {de respuesta

|
i
i
|
]

y en buffer TE. qiue media la
4 complejo . 3 requiacion
Consta de dos DNA/anticuerpo se transcripcionaf
parie - {Determinaciénieluira con una solucién . {def b
Dete i {de la unidn de jarortiguada de .. . : lransportador.




anterior en
calulzs vivas
Y, 2)
Detarminar si
Neor2/SMRT
oz el co- -

lgivcosa sobre
lla regualcion

transcripcionak
de SNATZ.

ChREBP &l

isitio ChoRE
ide la region
promotora de

SNATZ en

d= la

ragulacion de

i3

respuesta a
glucnsa,

Cahilas vivas.
Detarminacienia®C por 18 horas.

=sockacion de

[ranscrocion
de SNATZ2 an

MNaHCO3 0.1 My SDS
1%. Lz fijacion con
formaldehido sara -
rovertids incubando &f
lcomplejo con una _
solucion de NaCi 5 M a

Finaiments, s2
desproteinizara con

Moor2/SMRET Jproteinasa K (10 mg/ml)
con CNREBP v se racuperara sl DMA
len la para analizarlo por FCR.

se uiliizaran un par de-.
loligonuciedtidos:
ospacificos para el sitio
IChoRE de la region
promaotora de SMATZ.

| & formacicn de
complejod enire

-~ ChREBP v ef co-
-represor MeorZ/SMRT
se determinara

Hep(G2 praviamenie
wultivados en medio con
un gfto contenido de
glucosa (4.5 g/l 25
mivl} o en medio con
hajo contenido de
alucosa (1.0g/L, 5.5
imivi). Se obtendran los
lisados celulares y 50
;g de cada lisado serd

;g def anficuerpo anti-
Maor (Mllinore o Sania
Cruz) por 80 min a 4°C.
Los precipitados se
colectaran en proteing
AJ/G agarcsa por una

lavados con
oracipitados se

de carga con SDS vy se
"jcalentaran a2 85°C por 5
min, se cenrifugarg v
colactars el
sobrenadanie.
Posteriormente, las
muestras se separaran
en-un gel SDS-PAGE,
se fransferiran a una
membrana de PVDF
(Hyband-P, Amersham)
para posteriormente -

ChiREBP poria técnics
de Western blot.«

1oy, ; .
PONATZ pot

da

Para &l analisis por PCR|
presantaran

{graduara un

utifizandc Ia linea calular

fnmunoprecipliado con 2

nora. Despuas de cuaiio
Camortiguador RIPA, los

Iresuspenderan en buffer]

detectar la presencia de

alucosa. Se
determinara el
papsl de -
Noor2/SMRT
enla -
represion da

transcripcién
de SNATZ por
ChREBP en |
respuesia a
glucosa. Se

los resuliados
anoun S
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interndcional,
sz publicara
un articuio
original y se

astudianie de
doctorado.
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COMITE INSTITUCIONAL DE
INVESTIGACION BIOMEDICA EN
HUMANOS

FORMATO DE
EVALUACION DE
PROYECTO DE
INVESTIGACION

1, Titulo del proyecto

El papel represor de ChREBP sobre el transportador de amlnoéc:dos neutros depeud;ente de SOle
{SNAT2) y su efecto sobre el metabolismo de 'tmmoécados

2, Investngadores

2a'.- Ideiitiﬁcacié'ii B

INVESTIGADOR IPosicidn institucional Posicién enel  [Teléfone Corres-E
proyecto {ext.)

ALEMAN ESCONDRILLAS INVESTIGADOR EN nvestigador ‘galemane@gmait.com
GABRIELA CIENCIAS MED C gsociado §
NORIEGA LOPEZ LILIA INVESTIGADOR EN E‘nvesligador iignoricgal@gmail.comt
GUADALUPE ) CIENCIAS MEDC sociado
ORTIZ ORTEGA VICTOR INVESTIGADOR EN Tnvestigador vimori@yahoo.com
MANUEL - - CIENCIAS MED C ~ yesponsable )
TORRES Y TORRES NIMBE INVESTIGADOR EN Investigador nimbester@pmait.com

CIENCIAS MED F asociade
TOVAR PALACIO ARMANDO JEFE DE DEPARTAMENTO gnvesugndor tovar.ar@gmail.com
ROBERTO sociado

2b. Pertinencia del grupo de investigadores con respecto del proyecto

3. Instltuclones part:cnpantes
4 Patrocmlo '

4a. Or'g"anismos 'pa_t'x‘ocinﬁadoi'e’s' R
- Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
4b, Especificar si los lnvestlgadores reciben pago (monetarlo 0 en especne) por su
participacion especifica en Ia 1nvest:ga016n. AR T

5. Marco teérico
ANTECEDENTES:

Todos los organismos regulan la expresiéon de genes en respuesta a cambios en el
medio ambiente nutricional externo. En los organismos multicelulares el control de la

expresion de genes involucra interacciones complejas de factores hormonales y

neuronales. Ademds, se ha demostrado que constituyentes dietarios como




carbohidratos y acidos grasos participan en la regulacién de la expresion de genes en
mamiferos (1-6). En contraste, existe considerablemente menos informacion disponible

concerniente al control de la expresion de genes por aminoécidos (7, 8).

Los mamiferos deben regular en forma precisa la homeostasis de los aminodcidos
debido a que: 1} los organismos multicelulares son incapaces de sintetizar todos los
aminodcidos, 2} el aporte de aminoécidos tiene fluctuaciones debido a los periodos de
ayuno que se dan a lo largo de un dia y, 3) no existen almacenes importantes de
aminodcidos indispensables, en contraste como sucede con los lfpidos o la glucosa los
cuales son almacenados en forma de triacilglicéridos y glucdgeno, respectivamente,
Recientemente, se ha demostrado que cambios en la disponibilidad de aminodcidos
tiene profundos efectos sobre algunos aspectos de la funcién celular, no solo a nivel de
la regulacion de la expresion de genes y sefializacion celular (9, 10), sino también, en
el transporte y metabolismo de los propios aminodcidos (11). De esta manera, es de
gran importancia mantener el balance en la concentracion de aminodcidos libres

intracelulares.

El tamafio y composicién de la poza de aminodcidos libres intracelulares estd
determinado, en parte, por la sintesis y actividad de diferentes transportadores o
“sistemas” localizados en la membrana celular. La capacidad de mantener los
aminodcidos intracelulares en ¢oncentraciones mayores o iguales a las encontradas en
el medio ambiente extracelular se facilita ampliamente por medio de la presencia de
una multitud de transportadores de aminodcidos en la membrana plasmatica, algunos
de los cuales funcionan activamente concentrando los aminodcidos dentro de la célula,
mientras que otros pueden facilitar el eflujo celular por mecanismos de intercambio

(12, 13).

‘Los aminodcidos zwitteridnicos constituyen el grupo con mayor numero de

transportadores debido a la diversidad quimica del grupo alquilo lateral presente en su




estructura. Los sistemas de este grupo mejor estudiados son el ASC, el N, el L y el
sistema A, siendo éste ultimo, el objeto de estudio en el presente proyecto de

investigacion,

I. Sistema A 0 SNAT?2

El sistema de transporte A, actualmente denominado transportador de aminodcidos
neutros dependiente de sodio-2 (SNAT2), se encuentra en todas las células de los
mamiferos, con excepcion de los reticulocitos y los eritrocitos (14). Christensen fue
quien identifico este sistema en las células Ehrlich del liquido de ascitis murino y fo
designd como A debido a su preferencia por el aminodcido alanina (15). Los
aminodcidos sustratos de este transportador abarcan a la alanina, la glicina, la serina, la
prolina y la glutamina. El transporte de aminodcidos por el sistema A es dependiente

de sodio, con una estequiometria Na'/aminoécido 1:1 (16, 17).

La principal funcién del sistema A parece ser la de mantener los niveles citosélicos de
aminoécidos dispensables elevados, Es importante enfatizar que ¢l papel del sistema A
en la formacién de la poza intracelular de aminoédcidos no solo se restringe a sus
sustratos preferidos. Gracias a una compleja red de mecanismos de transporte y a
reacciones metabdlicas, los aminoédcidos dispensables, particularmente la alanina y la
glutamina, son utilizados subsecuentemente por otros sistemas de transporte para
intercambiarios por aminoédcidos indispensables. Esto nos indica que la actividad del
sistema A influencia la poza de aminodcidos intraceiular y la actividad de otros

sistemas de transporte (18).

Los transportadores de aminodcidos que hasta la fecha han sido clonados se han
reclasificado y organizado en familias que forman parte del grupo de proteinas de
transporte membranal denominados acarreadores de solutos o SLC (por sus siglas en

inglés solute-linked carrier) (13). En el aflo 2000 tres grupos de investigacion




independientes clonaron el DNA complementarid (DNAc) que codifica para un
transportador de aminodcidos provisto con caracteristicas operacionales tipicas de la
actividad del sistema A (19-21). El producto de este gen se nombré SNAT2 (sodium-
dependent neutral amino acid transporter-2) y se clasifico como un miembro de la
familia SLC38 (22). Hasta la fecha se han caracterizado tres isoformas del sistema A,
las proteinas SNAT1 [SLC3841, (23, 24)}, SNAT2 [SLC3842, (19-21)] y SNAT4
[SLC3844, (25, 26)]. Se ha demostrado que SNAT2 es la principal isoforma con
caracteristicas similares al sistema A y existe una relacién directa entre la abundancia

del RNA mensajero (RNAm) de SNAT2 y la actividad del sistema A (27, 28).

La clonacion de las tres isoformas del sistema A abre la posibilidad de estudiar los
mecanismos moleculares que regulan la transcripcion de este transportador. Ademds, la
identificacion molecular de las isoformas SLC38 proporciona una valiosa herramienta
para poder evaluar el papel que juega cada uno de ellos en diferentes procesos
Ef'lsioit’)gicos (22). Por ejemplo, en el higado, se sugiere un papel para SNAT2 en la
provision de aminoacidos que pueden entrar a la via de la gluconeogénesis como la

alanina.

Durante mas de 30 afios de investigacion, desde su descubrimiento, se han reportado
una gran variedad de mecanismos que regulan la actividad del sistema A. En estudios
realizados con diferentes tipos celulares se ha demostrado que la expresidn y actividad
del sistema A incrementa por la accién de diversas hormonas que incluyen al cortisol
(29), el estradiol (30), el glucagon y la insulina (31-33). La accién de la insulina y del
glucagon sobre la actividad del sistema A del higado es una excepcion del efecto
opuesto cldsico que estas hormonas tienen sobre el metabolismo hepatico. Estos datos
reflejan la compleja regulacidn in vivo del sistema A, que depende de la adecuada

Hinteraccién de diferentes hormonas que son capaces de modular su actividad.

iSin embargo, existe poca informacion acerca de los mecanismos moleculares que




regulan la éﬁprésién dé este transportador. Recientemente, Ortiz V y colaboradores
(34) clonaron y analizaron ia regién promotora de este gen e identificaron ¢l elemento
de respuesta que media la regulacién transcripcional de SNAT2 por AMP ciclico en
rata. En este estudio los autores reportaron sitios potenciales de unién a factores de
transcripcién como GRE, AP-1, Sp-1, GC-box y de manera interesante un elemento de

respuesta a carbohidratos (ChoRE).

DEFINICION DE PROBLEMAS :

Actualmente la glucosa es conéiderada no solo como una fuente de energia sino
también como una molécula de sefializacién que actia en forma sinérgica con la
insulina para activar la glucolisis y la lipogénesis de novo (4, 35). Los genes regulados
por la glucosa comparten una secuencia consenso conservada denominada elemento de
respuesta a carbohidratos (ChoRE). Este elemento estd compuesto de dos motivos de 6
bp conocidos como cajas-E (E-box) cuya secuencia es CACGTG separadas por 5 bp
(36).

El factor de transcripcion que reconoce el motivo ChoRE fue designado como la
proteina de unién al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP, Mondo B y
WBSCR14) (37) cuya expresion ¢s mas abundante en higado, intestino delgado, rifién
y tejido adiposo pardo y blanco. La expresion de ChREBP es inducida en el higado en
respuesta a dietas altas en carbohidratos {38). Una vez activado por glucosa, CaREBP

se transloca del citosol hacia el nacleo. En el ntcleo, ChREBP forma un heterodimero




con la proteina X similar a Max (Max-like protein X, MIx) uniéndose al Sitio ChoRE
para la regulacién transcripcional de sus genes blancos. Inicialmente se demostrd que
ChREBP induce la actividad transcripcional del promotor de L-PK en hepatocitos
cultivados bajo altas concentraciones de glucosa (37). Ahora se sabe que ChREBP
regula varias enzimas involucradas en la glucdlisis y Ia lipogénesis tales como piruvato

cinasa, acetil-CoA carboxilasa y la sintasa de acidos grasos.

Sin embargo, no sc han realizado estudios donde se demuestre si ChREBP también
puede regular la expresién de genes relacionados con el metabolismo de aminodcidos

como ¢s ¢l caso del transportador SNAT2,

JUSTIFICACION :

Estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio utilizando cultivo primario de
hepatocitos de rata demostraron una disminucién significativa en la abundancia del
RNAzﬁ de SNAT2 cuando las células se incubaron en presencia de una alta
concentracion de glucosa (25 mM) respecto al grupo control (5.5 mM de glucosa). Este
hecho, junto con el reporte de un motivo ChoRE en la region promotora de SNAT2 de
rata (34) respaldan la posibilidad de que SNAT?2 sea otro gen regulado por ChREBP,
Al parecer ChREBP funcionaria como un represor de la transcripcion del transportador
SNAT2 como un mecanismo para disminuir el aporte de aminoédcidos glucogénicos
cuando la célula se encuentra en un medio con alta concentracién de glucosa y

mantener la homeostasis en el metabolismo general.

En apoyo a esta teoria existen estudios previos en [os que se demuestra que ChREBP
puede actuar también como un represor transcripcional, Boergesen M y colaboradores
(39) demostraron que ChREBP reprime la expresion de PPARua en células B
pancreaticas. Por otro lado, Noriega L y colaboradores (40) demostraron que ChREBP

reprime la expresion de SIRTI,




'El mecanismo a través del cual ChREBP funciona como represor transcripcional no ha
?sido estudiado, sin embargo, ¢s probable que esté mediado por la asociacion de un co-
represor. De manera interesante, el analisis de la expresién de ChREBP en el higado de
41 cepas de ratones pettenecientes a la poblacidn de referencia genética BXD demostrd

una correlacion positiva a la expresion del co-represor Ncor2/SMRT,

Las proteinas co-represoras SMRT (por siglas en inglés, silencing mediator of retinoid
and thyroid hormone receptors) y N-CoR (nuclear hormone receptor-corepresor)
fueron originalmente identificadas como co-represores para receptores nucleares, sin
embargo, se ha demostrado que también pueden interaccionar con otros factores de
transcripcion (41). SMRT y N-CoR son pardlogos uno del otro y funcionan de manera
similar; reclutando y activando enzimas de remodelamiento de la cromatina. Mientras
que algunos co-activadores reclutan o poseen actividad de acetiltransferasas de
histonas (HATs), SMRT y N-CoR reclutan desacetilasas de histonas (HDACs). Estos
co-represores y los factores de remodelamiento de la cromatina son reclutados por
‘factores de transcripcion en regiones especificas del promotor realizando cambios en la

estructura de la cromatina (42).

Todos estos datos apoyan la hip6tesis de que ChREBP puede mediar la represion
transcripcional del transportador SNAT2 en respuesta a una alta concentracion de
g!ucosé. De esta manera, el estudio de la regién promotora del transportador SNAT2
ayudard a comprender los diferentes mecanismos que regulan su transcripcion y, a su
vez, proporcionar indicios acerca de como este transportador mantiene la homeostasis
celular bajo diferentes condiciones fisioldgicas como puede ser el ayuno y el

posprandio.

6a. Hipotesis
La glucosa reprime la transcripeidn del transportador de aminodcidos SNAT2 a través de la activacion y
union del factor de transcripcion ChREBP a un sitioc ChoRE en la region promotora de este gen con la




e
asoctac:én del co-represor Ncor2,

6b Objetivos.

JDetermlna; si ChREBP regula la transcripcion del transportador SNAT2 a través de Su
Lumon directa al sitio ChoRE localizado en la regién promotora de este gen en respuesta

a una alta concentracién de glucosa.

%2) Disefio del estudio: CONTROLADO

b) Descripcion de maniobra o intervencion.

1, Estudios in vive,
[Efecto de una dieta alta en carbohidratos sobre 1a expresién de SNAT2 en ratas

Se utilizaran 30 ratas Wistar macho de 180 g de peso las cuales serdn obtenidas del
bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién (INCMNSZ). Los
animales se dividirdn aleatoriamente en tres grupos y se colocardn en cajas individuales
idf: alambre de acero inoxidable con periodos de luz-oscuridad de 12 horas. Todos los
grupos recibirdn su dieta habitual Chow durante dos dias y agua ad /libinmn como
periodo de adaptacion. Posteriormente, al dia siguiente los animales se dejaran en ayuno

por 24 horas con agua ad libitum. Una vez completado el periodo de ayuno, uno de los

igrupos recibird una dieta control que contenga solo 10% de sacarosa, ¢l segundo grupo
serd alimentado con una dieta alta en carbohidratos con 75% de sacarosa en
comparacién de la dicta control que contiene solo 10% de sacarosa de acuerdo a las
recomendaciones de la AIN93 para roedores (43) por 4 horas y el ultimo grupo recibird
la administracion intragastrica de sacarosa. Al final del estudio, seran anesteciados con
CO2 y se realizard la decapitacién de los animales para obtener sangre, higado y tejido
adiposo, Las muestras de sangre serdn centrifugadas para separar ¢l suero el cual se;
lz:llma(:imarél en congelacion hasta su uso para determinar la concentracién de glucagon ¢
insulina. Por otro lado, las muestras de higado y tejido adiposo se congelardn
inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenardn a -70°C para posteriormente

determinar la expresion de SNAT?2,




expresién relativa de RNAm del gen SNATZ en amnn!cs con dicta alta en sacarosa vs animales con dicta
‘control. Por lo tanto: n= 2(0.155)%(1.96+0.84)%/(0.2)°, n=9.4. Con base en lo anterior se necesitarén un
promedio de 10 animales por grupo.

d) Procedimiento de reclutamiento del paciente

NO APLICA

'¢) Mecanismo de asignacion del tratamiento.

Los animales se dividirdn de acuerdo a lo establecido en la descripeidn de la maniobra o intervencion. La
distribucidn se hard de manera aleatoria,

f) Grupos de tratamiento.

Los grupos se encuentran descritos en la descripeién de la maniobra o intervencion.

‘a) Duracion del seguimiento individual.

£1 estudio tiene como objetivo evaluar el efecto agudo de una dieta alta en sacarosa sobre la expresién
.del transportador de aminodcidos SNAT2 por fo cual el segmmlenlo no seré més de 2 dlas

8. Metodologia: Criterios de seleccion

' : Se eliminardn del estudio aquellos animales que presenten példlda esponlénea de peso (20% de peso en
un periodo de 2 a 10 dias) asf como aquetlos que presenten diarrea o letargla pelsisteme

9, Metodologia: Desenlaces y variables -
Estos pardmetros fueron descritos en el Diseilo general.

10, Riesgos y beneficios del estudio
BENEFICIO :

NO APLICA

RIESGOS:

MOLESTIAS GENERADAS : NO APLICA
COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : NO APLICA
EFECTOS ADVERSQOS : NO APLICA

EFECTOS PSICOLOGICOS : NO APLICA

METODOS DE SEGURIDAD : NO APLICA
PROCEDIMIENTOS : NO APLICA

OTRO TIPO DE RIESGO : NO APLICA

11. Costos

COSTOS TOTALES DE LA INVEST!(‘ACI()\

Admon. Gastos pacientes 8 0.00




‘Animales $ 19,620.00
Equipos § 512,245.00
Estudios § 0.00
iFondo de apoyo $ 0.00
IMateriales $ 771,735.00
;El’ersmmf $ 0,00
E}Tublicaciones S 26,500.00
Suscripciones $ 30,000.00
Varios $ 26,280.00
Viaticos 15 37,10000
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Estudio en animales con sobre'—'ex'p'l"esié'n de ChREBP | ¢y . o

1Obtemdos del bioterio del INCMNSZ. Pala esta parte del estudio es necesario considerar
:otros 30 ratones adicionales los cuales serdn utilizados para estandarizar la técnica para

la sobre-expresion de ChREBP por adenovirus,

El adenovirus codificante de ChREBP seri generado a través de recombinacion LR
utilizando el sistema de expresién adenoviral ViraPower (Invitrogen), El vector de
entrada serd generado utilizando un plasmido que codifica para ChREBP, el cual se
obtuvo gracias a una donacién del Dr. Howard Towle, Como control se utilizard un
adenovirus codificante de la proteina verde fluorescente (Ad.GFP). Las patticulas
virales serdn purificadas con el kit de purificacién Adeno-X Maxi (Clontech). Entonces,
los virus serdn administrados a ratones C57B6 via intravenosa. Para ello, los ratones

seran anestesiados con isoflurano y se les administrard un total de 1 x 10° unidades!

formadoras de placas (PFU) del virus recombinante a través de una inyeccion en la vena (J ( /4 A e / .
yugular, Después de 6 dias, se obtendran muestras de sangre, higado y de tejido adiposo 7
de animales en ayuno y después de ingerir una dieta alta en carbohidratos. Para cada 5{‘9"“"“' P
'experimento, al menos seis animales recibiran el mismo tratamiento. En el suero se
!determinaré la concentracion de glucagon e insulina como se menciona posteriormente
E,r en los tejidos se determinard la expresion de los genes piruvato cinasa (PK), acetil-
{CoA carboxilasa (ACC) y la sintasa de é4cidos grasos (FAS) ya que se ha demostrado
Eque estos genes son regulados por ChREBP ademds de determinar la expresion de

SNATZ.

Efecto de 1a sobre-expresion de ChREBP en ratones sobre el metabolismo de

aminoacidos a nivel sistémico
g
Para determinar el papel que tiene ChREBP, y su ecfecto, en la regulacion del
metabolismo de aminodcidos a nivel sistémico, utilizaremos 10 ratones con sobre-
!expresién de ChREBP por grupo. A uno de los grupos se les administrara

intraperitonealmente una carga de alanina, el grupo control recibird unicamente el

vehiculo. Posteriormente, se obtendrd sangre cada 15 min durante un periodo de 2




thoras para determinar la concentracion de glucosa, Al finalizar la curva se anesteciaran

u . ., . . .
higado para determinar la expresion de enzimas degradadoras de aminodcidos y de

enzimas de la gluconeogénesis y el tejido adiposo para determinar fa expresion de

enzimas de la gliceroneogénesis.

Determinacion de la concentracion de glucagon e insulina en suero

I.a concentracion de glucagon y de insulina en el suero de las ratas o ratones se
determinara con un estuche comercial utilizando la técnica de ELISA (Linco Research

Immunoassays, St Charles, MO).

Extraccién de RNA total

Se extraerda RNA total de higado utilizando el reactivo de Trizol. En el caso de las
muestras de tejido adiposo se utilizard la técnica de gradiente de densidad con cloruro

de cesio y tiocianato de guanidina.

PCR cuantitativo

Se utilizardn 300 nanogramos de RNA total para sintetizar DNAc por medio de la
]enzima transcriptasa reversa MMLYV. Posteriormente se realizard ¢l PCR cuantitativo

utilizando sondas y oligonucledtidos TagMan de cada gen especifico para el equipo!
'ABI PRISM 7000 (Applied Biosistems, CA).

2, Estudio in vitro,

I. Clonacién de la region promotora en ¢l vector de luciferasa pGL3-basic

CC;/E
Wt} \Q(ﬁ,%gb

/)w :(»3_
:con CO2, se realizard la eutanasia de los animales por decapitacién, se obtendra ell



Obtencién de DNA gen6mico

El DNA genémico se obtendra a partir de higado de rata el cual se utilizard como
templado para la amplificacién de fragmentos de DNA de ia regidn promotora del gen
del transportador SNAT2 de rata. El tejido se congelard répidamente en nitrégeno
liquido y se aplastard para producir pedazos que sean ficilmente digeridos.
Posteriormente se colocard en una solucidn con proteinasa K y SDS y se incubaré hasta
que la mayoria de la proteina celular sea degradada. Esta digestién se desproteinizard a
través de extracciones sucesivas con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, se recuperard

por precipitacién con etanol y se resuspendera en agua libre de DNasas y RNasas.

Amplificacion de fragmentos de DNA genémicos de SNAT2 por la técnica de

reaccion en cadena de Ia polimerasa (PCR)

Se utilizar4 el sistema Expand High Fidelity PCR System (Roche Applied Science) el
cual estd compuesto de una mezcla de enzimas que contiene una Taq DNA polimerasa
termoestable y una Tgo DNA polimerasa que es una DNA polimerasa termoestable con
actividad de correccion (proofreading). Esta mezcla de polimerasas genera productos de|
PCR con un rendimiento, fidelidad y especificidad elevados a partir de todo tipo de
IDNA. Este sistema estd optimizado especialmente para ampiificar eficientemente

fragmentos de DNA de hasta 5 kb,

Clonacién de la regién promotora y generacién de construcciones con deleciones

progresivas unidireccionales §°

La regién promotora de! gen del transportador SNAT2 de rata se amplificard por la

técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando oligonucledtidos

Eespc:ciﬁcos disefiados con base en el andlisis in silico de la regidon 5’ no traducida.

?Actualmente ya clonamos un fragmento de DNA de 1137 pb en ¢l vector pGL3-basic

P . ” .
}(Pl omega) el cual abarca la region de -872 a +265 del promotor y ya se ha evaluado su

{actividad promotora Las deleciones progresivas 5° de la regidn promotora se obtendran
i s § PR




por PCR y se clonarén en ¢l mismo vector. Todas las construcciones serén verificadas
por secuenciacién utilizando el sistema Dye terminador cycle secuencing with Quick]
Start kit (Beckman coulter) en el secuenciador automatico CEQ 8800 marca Beckman

iCouitcr.

I1. Cultivo celular, transfeccién transitoria y ensayos reporteros de luciferasa

Se utilizardn dos lineas celulares, fas HepG2 que son de hepatoma humano y las C9 que
son hepatocitos de rata. Las células se crecerdn en medio de cultivo DMEM|
suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-glutamina (2 mM), penicilina (IOKO
U/ml) y estreptomicina (100 pg/mi) a 37°C y 5% de CO,. Las células se sembraran en
cajas de cultivo de 35 mm a una confluencia del 80% y se transfectardn utilizando el

reactivo de transfeccién Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Las células se co-

transfectardn con 0.25 pg de cada plasmido reportero de luciferasa y 0.01 pg-del vector
;de expresion de renilla (pRL-TK) el cual servird como un control interno para
normalizar la eficiencia de la transfeccion. Cuarenta y ocho horas después de lal
transfeccion, las células se lisardn y se determinard la actividad de la luciferasa usando
el Luciferase Assay Dual System (Promega). Las actividades de luciferasa se expresardn

como {a relacién Luciferasa/Renilla,

111, Cultivo primario de hepatocitos de rata

Para los estudios in vitro se utilizardn 30 ratas Wistar macho de aproximadamente 6
semanas de edad provenientes del bioterio del INCMNZS sin ningin tratamiento para
!obtener cultivo primatio de hepatocitos. Es importante enfatizar que se utilizaran 1-2
rtatas p.or mes durante el tiempo que dure el proyecto. Los hepatocitos de rata se
aislaran utilizando ia técnica de perfusién con colagenasa de Berry y Friend (44).

Brevemente, la rata es anesteciada con éter y posteriormente se canula la vena porta del

higado. Una vez canulada sc extrac ¢l higado y se corta la arteria femoral para que ¢l




:anima] muera. Al higado se le infunde una solucion salina amortiguada con colagenasa
,B/ los hepatocitos son separados por centrifugacion de otras células hepaticas diferentes
del parénquima y del debris celular. La viabilidad celular se determinara por exclusién
Icon azul Tripano. Se sembrardn 50,000 células por cm? en placas de cultivo tratadas
para maxima adherencia (cell bind) y se mantendran en medio DMEM suplementado
con glucosa, L-glutamina, piridoxina, piruvato de sodio y 10% de suero fetal bovino. El

medio se reemplazard 4 horas después para eliminar las células muertas.

IV. Mutagénesis de sitio dirigido

La mutagénesis se realizard con el estuche QuikChange site directed mutagenesis
(Stratagene) siguiendo las especificaciones indicadas por el proveedor. Para generar las

secuencias mutantes se utilizard un plasmido que contiene la secuencia promotora del

‘gen SNAT2 de rata de -872 a +265 como el templado natural (silvestre) y un par de
oligonucledtidos especificos con los sitios mutados. La identidad y fidelidad de las

‘construcciones se verificaré por secuenciacién (Equipo CEQ, Beckman Coulter).

Y. Preparacién de extractos nucleares y ensayo de retardo de movilidad

electroforética (EMSA)

1.os extractos nucleares se obtendran de la linea celular HepG2 utilizando el estuche

Icome:rciat Nuclear Extract (SIGMA). La concentracidn de proteina se determinard por el

método de Lowry.

El ensayo de retardo de movilidad electroforética se llevard a cabo utilizando el sistema
Gel Shift Assay System (Promega). Para esto, los oligonucledtidos de doble hebra se
marcardn con [y-*P]ATP utilizando la enzima T4 polinucleétido cinasa. Esta sonda
‘marcada se incubard con 10 pg de extracto nuclear de HepG2 y amortiguador de union

;por 30 min a temperatura ambiente. Para el anélisis de super shift, se incubard 1 pg de

|anticuerpo especifico anti-ChREBP (Millipore) con el extracto nuclear !5 min antes de




la adicion de la sonda marcada. Los complejos se separardn en un gel de poliacrilamida

al 4% en condiciones no-desnaturalizantes y se visualizaran por autorradiografia.

V1. Ensayo de Inmunoprecipitacion de la Cromatina (ChIP)

Se utilizardn cultivos primarios de hepatocitos de rata mantenidos por 24 horas en
medio de cultivo D-MEM suplementado con 10% de suerc fetal bovino.
Posteriormente, las células se incubardn en medio suplementado con 5.5 mM o 25 mM
de glucosa por 30, 60, 120, 180 y 240 minutos y se fijardn con formaldehido al 1% por
10 min a temperatura ambiente. La reaccién se detendrd con glicina 0.125 M y se
realizardn dos lavados con PBS firio. Las células se cosecharan, se lisardn y se sonicaran
para obtener fragmentos de DNA de aproximadamente 300-500 bp. La cromatinal
soluble se inmunoprecipitard utilizando 4 pg de un anticuerpo especifico anti-ChREBP

(Millipore) y protefna A agarosa/esperma de salmén. El complejo proteina A

agarosa/anticuerpo/DNA se lavard con diferentes soluciones a baja y alta concentracion
'de sales y en buffer TE. El complejo DNA/anticuerpo se eluird con una solucién|
Iamortiguada de NaHCO; 0.1 M y SDS 1%. La fijacién con formaldehido serd revertida
incubando el complejo con una solucién de NaCl 5 M a 65°C por 18 horas. Finalmente,
se desproteinizard con proteinasa K (10 mg/ml) y se recuperard el DNA para analizarlo
ipor PCR. Para el analisis por PCR se utilizardn un par de oligonucledtidos especificos|

para el sitio ChoRE de la region promotora de SNAT2,

VII. Coinmunoprecipitacion

La formacion de complejos entre ChREBP y el co-represor Ncor2/SMRT se

determinard utilizando la linea celular HepG2 previamente cultivados en medio con un
iaito contenido de glucosa (4.5 g/l.; 25 mM) o en medio con bajo contenido de glucosa
I(l.O g/l; 5.5 mM). Se obtendrdn los lisados celulares y 50 pg de cada lisado sera
inmunoprecipitado con 2 pg del anticuerpo anti-Ncor (Mllipore o Santa Cruz) por 60

min a 4°C. Los precipitados se colectardn en proteina A/G agarosa por una hora.

| .
{Después de cuatro lavados con amortiguador RIPA, los precipitados se resuspenderan




;en buffer de carga con SDS y se calentardn a 95°C por 5 min, se centrifugard y colectard
iel sobrenadante. Posteriormente, las muestras se separardn en un gel SDS-PAGE, se
transferirdn a una membrana de PVDF {(Hybond-P, Amersham) para posteriormente

detectar la presencia de ChREBP por la técnica de Western blot.

VI, Western blot

Las proteinas serdn separadas a través de un gel SDS-PAGE y transferidas a la
membrana de PVDF. Enseguida, las membranas seran bloqueadas con feche en polvo
sin grasa al 5% durante una hora. Se realizarén 3 lavados de 5 min cada uno con TBS-
Tween y se incubardn toda la noche con el anticuerpo primario (anti-ChREBP). Las

membranas se lavaran nuevamente tres veces por 10 min en TBS-Tween y se incubardn

con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rdbano por 2 horas, Se

|

revelard utilizando el reactivo de deteccion de quimioluminiscencia (Mllipore) y se
;expondré a placas de autorradiografla. Para el andlisis cuantitativo, se realizard una
densitometria de los blots con el software Image J (Aspire Software International, VA,

USA).

IX. Analisis estadistico

Los resultados se presentardn como el promedio + error estindar de la media (SEM).
Los datos con una distribucion variable se transformaran logaritmicamente antes de su
andlisis. Los datos serdn evaluados usando un andlisis de varianza de una via y cuando
la interaccién resulte significativa se realizard la prueba PLSD de Fisher, Las

diferencias se considerardn significativas con una p<, 0. 0%

c) Tamdfo de muestra

En la descripcidn de la maniobra o intervencion se describe el nimero de animales que se utilizardn
’dcpendiendo de cada objetivo, Este nimero se determind segin la siguiente ecuaciéon n=28> (Za
;Zb)szz; donde S=desviacidn estandar , D= diferencia minima de los valores de RNAm obtenidos entre;
los animales del grupo control y los que recibieron la dieta alta en sacarosa, a=tasa de error 0.05, b=

potencia de la prueba 0.8, Za + Zb = 1.96 + 0.84 constantes. Se utilizaron datos obtenidos de un estudio

piloto previo realizado en el departamento de Fisiologia de la Nutricion utilizando los valores de




