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Abstract

*Ietabolic profiling studies have highlighted increases in the plasma free fatty acid (FFA} and branched-chain amine acid (BCAA) concentrations, which are
hallmarks of the obese and insulin-resistant phenotype. However, little is known aboul Fow the increase of the BCAA concentration madifies the metabolic {ate
of FFA, and vice versa, in adipocytes. Therefore, we incubated differentiated 3T3-L1 adipocytes or primary adipocytes from rais fed a control or 3 high-fat diet
with: {1) 0, 250, 500 and 1000 pM of leucine and determined the oxidation and incarporation of [1-"*C}-palmitate into lipids or proteins or {(2)0, 250:'500 or
1000 M of palmitate and evaluated the axidation and incorporation of [U-*4C]-leucine iato lipids or proteins, feucine decreased palmitate_oxidation and
increased its incorporation into the lipid fraction in adipocytes, the latter was reduced in adipocytes from cbese rats. However, palmitate incréased leucine
oxidation in adipocytes as well as reduced leucine incarporation into the protein and lipid fractions in adipocytes from obese rats. These results demonstrate that
leucine modifies the metabolic fate of palmitate, and vice versa, in adipocytes and that the mietabolic interaction between leucine and pa]mitéh_e catabolism fs

altered in adipocyles from obese rats.
© 2018 Elsevier Inc. AH rights reserved.
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catabolism enhances FFA oxidation {16].
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San Luis Potosi, S.L.P., a 21 de Octubre del 2013. ?

SRITA. MIRIAM ROSSET TENORIO GUZMAN
PASANTE DE LA LICENCIATURA EN NUTRICION
PRESENTE

Estimada Sefiorita Tenorio:

De acuerdo con el fallo emitido por los docentes Dra. Lilia Guadalupe Noriega Lopez, M.C. Gabriela Pérez
Flores y L.N. Cecilia Melina Velasquez Tavérez en su caracter de Jurado Calificador y en relacion al
Examen Pravio de Tesis, se consideré que el trabajo presentado por usted, asesorado por la Dra. Lilia
Guadalupe Noriega Lopez, cumplié con los requisitos estipulados en el Reglamento de Titulacion de la ‘
Universidad de! Centro de México, por lo cual le otorgamos nuestra autorizacidn para que proceda a :
imprimir su tesis profesional titulada: “Estudio de la regulacién transcripcional de la transaminasa y :
deshigrogenasa de los aminoécidos de cadena ramificada en tejidos extrahepaticos de ratones con

ohesldad inducida por dista y durante la adipogénesis” -

Asimismo, le informamos que el niimero consecutivo asignado a su tesis es el numero 89, el cual debera
aparecer en el lomo de la misma de manera vertical, de acuerdo con los articulos 30 y 31 del Reglamento
de Titulacion, en los cuales se detalian los requisitos obligatorios que debera contener {a impresion de

Tesis,
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CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
REPORTE DE EVALUACION DE INFORME TECNICO

Fondo:

10017- Fondo SEP - CONACYT

Solicitud:

000000000155949- Interaccion entre ia oxidacion

Etapat
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Titulo:

Interaccion entre la oxidacion de écidos grasos y aminodcidos de cadena ramificada en
la mitocondria v sus consecuencias durante 1a obesidad

Usuario:

X_Inoriega40854

Nombre:

NORIEGA LOPEZ L1LIA GUADALUPE

formato:

INF_FINAL_CB- INFORME FINAL CIENCIA BASICA

Fecha:

24 de mayo de 2016

Estado del Documento:

En Proceso

Seccion:

IFINAL_CB

Pregunta:

Capture aqui el resumen de este informe

Respuesta:

ba ENSANUT 2012 revelo que el sobrepeso y la obesidad son un problema de salud
plblica que afecta af 70% de la poblacidn entre los 30 y 60 afios de nuestro pais, Una
de las principales alteraciones metabdlicas que se presenta durante la obesidad es la
resistencia a la insulina. La resistencia & la insulina es el resultado de la acumulacion de
diacilglicerotes vy ceramidas producto de la oxidacion incompleta de los acidos grasos y
esto se ha asociade con un aumento en la concentracién de Jos aminoacidos de cadena
ramificada. Nuestra hipdtesis sugiere gue ura mayor concentracién de los aminoacidos
de cadena ramificada disminuye la oxidacion de los acidos grasos y viceversa. Durante la
primera etapa de este proyecto demostramos que, en las céludas 3T3-L1, la presencia de
feucina disminuyd tanto fa oxidacion como ia incorporacion a fipidos y a groteinas det
palmitato. Por otro lado, el palmitato aumentd la oxidacidn de teucing y disminuyo su
incorperacidn a lipidos y proteinas. Durante la segunda etapa demostramos que, en
adipacitos de ratas contral y con obesidad inducida por dieta, fa leucina disminuye la
oxidacién del palmitate y la incorporacién de este al tos lipidas y las protefnas de manera
depandiente de la dosis, Por otro lado, el palmitato incrementa la oxidacion de la feucina
v disminuye su incorporacion a lipidos y proteinas en una manera dependiente de fa
dosis. Durante el desarrollo de la tercera etapa se evelud ef efecto del palmitato sobre la
expresion de la enzimas involucradas en ef metabolismo de fos aminoacidos de cadena
ramificada, Interesantemente, el palmitato no modifico |a expresidn de la transaminasa
de los aminoacidos de cadena ramificada ni de la deshidrogenasa de los aminocéacidos de
cadena ramificada, lo que sugiere que el efecto es sobre la actividad de fa enzima y no
sobre fa expresion. Estos resultados demuestran la interaccion que existe entre el
metabolisma de los aminodcidos de cadena ramificada y el palmitato y sus implicaciones
y fa importancia del metabolismo de los aminoéacidos de cadena ramificada para
almacenar los lipidos en los adipocitos y por lo tanto, mantener su funcionalidad. Con
estos resultados se escribio un articulo de investigacién original que se encuentra en
revisidn en la revista Amino Acids. Ademds, se graduaron tres alumnas de licenciatura y
una obtuvo lz candidatura al grado de doctor, Adicionaimente, durante la segunda etapa
de este proyecto se caracterizd el metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada
y de la activacién de los complejos de mTOR en las poblaciones de macréfagos césica y
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alternativamente activados y se evalud si el aumento en la concentracién de los
aminoacidos de cadena ramificada favorece fa polarizacién a una poblacién particular de
macréfagos. Este trabajo demostrd que: 1) los aminodcidos de cadena ramificada son
utilizados principalmente en la sintesis de proteina en ambas poblaciones de
macréfagos; 2) la oxidacion de los aminodcidos de cadena ramificada se encuentra
aumentado en las primeras horas de la induccion de la polarizacion; 3) Iz polarizacidn
hacia la poblacién clasicamente activada incrementa la activacion del complejo mTORCA
va que hay una mayor fosforilacidn de la proteina SEK; y 4) que el aumento en i
concentracién de los aminoécidos de cadena ramificada no modifica la polarizacién de
los macrdfagos, Con estos resultados se escribic un articuto de investigacion original que
se encuentra en revisitn en la revista International Journal of Biological Sciences.
Ademds, con este trabajo Ia alumna Ana Elena Bunt Alatorre obtuvo el grado de Maestra
en Cienclas en agosto de 2014, Finalmente, los recursos de este proyecto también
contribuyeron para fortalecer la segunda linea de investigacion que implemente en el
Departamenta de Fisiologia de la Nutricién, y que tiene como objetivo caracterizar los
mecanismos transcripcionales y postransduccionales que regulan el metabolismo. Dentro
de esta linea de investigacion, evaluamos el pape! de SIRT? en el metabolismo del
colesterol y en la homeostasis acido-base. En este ultimo aspecto, hasta el momento
hemos encontrado que SIRT7 colocaliza, interact(a, v desacetila at transportador de
Cl-/K+ KCC4 promoviendo su actividad, Este efecto positive de SIRT? favorece la
excreclén de H+ para mitigar la acidosis metabdlica y representa {a primera funcion
fisiologica renal identificada que esta regulada por SIRT7. Con estos resultados se
escribié un articulo de investigacin original que se encuentra en revisidn en la revista
Journal of Clinical Investigation.

observaciones:

Cuantitativamente, sefiale cuales fueron los productos generados (Libros,
Capitulos de Libro, Articulos, Tesis, etc.).

Los productos generados fueron: 1) Articulos: 1.1 Estrada-Alcalde, 1, Tenorio-Guzman,
M., Tovar, A.R,, Safinas-Rubio, D., Torre-Villalvazo, L., Torres, N. y Noriega, L.G.
¢Metabolic fate of branched-chain amine acids during adipogenesis, in adipocytes from
mice fed a control or high-fat diet and in C2C12 myotubesé Enviado a Amino acids. 1.2
Bunt, A.E.,, Tovar, A.R,, Torres, N,, Ortiz, V., ¥ Noriega, L.G, éAnalysis of branched-chain
amino acid metabolism and mTOR activation during macrophage polarizationé Enviado a
International Journal of Biologicat Science. 1.3 Melo, Z,, Rajaram, R.D., Tovat, A.R.,
Mercado, A., Velazquez-Villegas, L., €ruz-Rangel, S., Ryu, D., Rojas-Vega, L.,
Debonneville, A, Doucet, A, Torres, N, Auwerx, 1, Staub, O,, Gamba, G., y Noriega,,
L.G. ¢SIRT7 medulates renal acid-base homeostasis through the deacetylation of the
K+:Cl- cotransporter KCC4¢ Enviado al Journal of Clinical Investigation, 2) Tesis: 2.1 LN,
Ana Elena Bunt Alatorre. Analisis del metabolismo de los aminoacidos de cadena
ramificada y de la activacién de mTOR durante la polarizacion de los macrofagos.
Maestrfa en Biomedicina Molecular. Centro de Investigacién y Estudios Avanzados del
LEN. Agosto 2014. 2,2 Miriam Rosset Tenorio Guzman. Estudio de la regulacion
Respuesta! transcripcional de fa transaminasa y deshidrogenasa de tos aminoacidos de cadena
ramificada en tejidos extrahepaticos de ratones con obesidad inducida por dieta y
durante la adipogénesis. Licenciatura en Nutricidn. Universidad del Centro de México,
San Luis Potosf. Octubre 2013. 2.3 Isabela Estrada Alcalde. El papet de fa
antinotranferasa de jos aminoacidos de cadena ramificada durante la adipogénesis y en
adipocitos de ratones con obesidad inducida por dieta. Tutor; Lilia G. Noriega Lépez,
Licendiatura en Nutricidn. Universidad del Centro de México, San Luis Potosi, 2013, 2.4
Daniela Salinas Rubio, Efecto de la presencia de dcidos grasos sobre ef destine
metabolico de los aminodcidos de cadena ramificada y viceversa en miocitos y adipocitos
durante |a obesidad. Licenciatura en Dietética y Nutricion. Escuefa de Dietética y
Nutricidn del ISSSTE, México, 2013. 3) Presentaciones en congresos: 3.1 Melo, Z., Tovar,
A.R., Cruz-Rangel, S.,, Mercado, A., Ryu, D,, Torres, N., Gamba, G., Noriega, L. éSirtuin 7
modulates renal acid-base homeostasis through deacetylation of the K+:Cl-
cotransporter, KCC4¢ ASN Kidney Week 2014 Annual Meeting. Philadelphia, PA.
Noviembre 2014. 3.2 Salinas-Rubio, D., Torres, N., Tovar, A.R., Noriega, L.G. {Effect of
palmitate on the metabolic fate of leucine and vice versa in primary adipocytes of a rat

Pregunta:
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model of diet-induced obsesityé Experimental Biology. San Diego, CA. Abril, 2014, 3.3
Bunt-Alatorre, A.E., Tovar-Palacic, A.R., Torres y Torres, N., Ortiz-Navarrete, V., Noriega-
Lopez, L.G. éAnalysis of Branched-chain amino acid metabolism and mTOR activation
during macrophage polarizationé XXX Congreso Nacional de Bioguimica. Noviembre
2014, Guadalajara, Jalisco. México. 3.4 Salinas-Rubio, D., Torres, N, Tovar, AR,
Neriega, LG, éEffect of paimitate in the metabolic fate of leucine and viceversa in
3T3L1-adipocytes and C2C12-myotubesé Metabolic Signating and Disease: From Cell to
Organism. Cold Spring Harbar, NY. Agosto 2013. 3.5 Noriega-Lépez, L, Estrada, 1,
Tenorio, M., Torres, N., and Tovar-Palacio, A, éBCAT2 regulates BCAA metabolic fate
during adipogenesisé Experimental Biclogy. Boston, MA, Abril, 2013, 3.6 Noriega-Ldpez,
L., Torre-Villalvazo, 1, Contreras, A., Torres, N., and Tovar-Palacio, A. éBCATm and
BCKDH expression in mouse adipose tissue upon different metabolic challengesé
Experimental Biclogy. San Diego, CA. Abril, 2012,

observaciones:

Indique si se dio cumplimiento a tos objetivos, metas y/o productos

Pregunta: comprometidos (Fundamente/Justifigue)

Se dio cumplimiento a los objetivos, metas y/o productos comprometidos para cada uno
de fas etapas. Durante la primera etapa del proyecto se determine e! destino metabdlico
de fos BCAA durante la adipogénesis y en adipocitos de ratones y ratas con obesidad
inducida por dieta, Durante la adipogénesis, la expresion de BCAT y BCKDH de los
aminoacidos de cadena ramificada se incrementa por lo gue existe una mayor oxidacién
de BCAAS y su incorporacion a lipidos provocando una menor incorporacion de ellos a
sintesis de proteinas. Por el contrario, durante fa obesidad, cuando la funcionatidad de
los adipocitos se ve atrofiada, la expresién da BCKDH de los amincécidos de cadena
ramificada disminuye. Como consecuencia existe una menor oxidacion de los BCAAs. Sin
embargo, esto no provoca una incorporacion de ellos a sintesis de proteinas ni
formacidn de lipidos, sino que también disminuyen. Durante la segunda etapa se realizo
cultivo primario de adipocitos tanto de ratas normales como de ratas con obesidad
inducida por dieta. Los resultades demuestran que la leucina disminuye la oxidacion det
paimitato v la incorporacidn de este al los Hpidos y las proteinas de manera dependiente
de la dosis, Por otro lado, el palmitato incrementa la oxidacion de fa leucina y disminuye
su incorporacién a Hpidos y proteinas en una manera dependiente de la dosis,
Interesantemente, en fos adipocitos de ratas con obesidad inducida por dieta el
comportamiento es €l mismo. Por otro lado, se caracterizo el metabolismo de los
aminoacidos de cadena ramificada en los macréfagos y se evalud si el aumento en la
concentracién de los aminodcidos de cadera ramificada favorece fa polarizacion a una
poblacitn particular de macréfagos. Los resultados obtenidos hasta el momento
demuestran que: 1) los aminodcidos de cadena ramificada son utilizados principalmente
en la sintesis de proteina tanto en los macréfagos clasica y alternativamente activado; 2)
el metabolismo de los aminodcidos de cadena ramificada se encuentra aumentado en las
primeras horas de la induccién de |a polarizacién; y 3) la polarizacidn hacia fa poblacion
clasicamente activada incrementa a activacién de mTOR ya que hay una mayor
fosforitacion de la proteina S6K. Ademas, se llevo acabo la exportacion de ratones
deficientes SIRT7 del laboratorio del Profesor Auwerx de {a Escuela Politécnica Federal
de Lausana en Suiza que son de gran utilidad para evaluar el papel de SIRT7 en ¢l
metabolismo det colesterol y en ta homeostasis acido-base. Finalmente durante la
tercera etapa se evalud el efecto del palmitato sobre fa expresidn de la enzimas
involucradas en el metabolismo de lipidos. Interesantemente, el palmitato no modifico la
expresion de la transaminasa de los aminoécldos de cadena ramificada ni de la
deshidrogenasa de los amincacidos de cadena ramificada, lo que sugiere que et efecto
es sobre la actividad de la enzima y no sobre la expresion. También, utilizando ovocitos,
lineas celulares y los ratones deficientes de SIRT? se determino que SIRT7 colecaliza,
interactda, y desacetila al transportador de Cl-/K+ KCC4 promoviendo su actividad y por
tanto representa un punto de regulacién para fa homeostasis acido-base.

Respuesta:

observaciones:
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Pregunta:

Con base en los praductos generados, sefiale los alcances en: a) Generacidn
del conocimiento, b) Formacion de recursos humanos especializados y c)
Creacion y/o fortalecimiento de grupos de investigacion

Respuesta:

Los alcances son los siguientes: a) Generacion del conocimiento: El desarrollo del
presente trabajo permitié establecer que tos aminoécidos de cadena ramificada estén
relacionados con el desarrolio de resistencia a fa insulina por dos situaciones: 1) la
disminucién de la oxidacidn del palmitato en adipocitos funcionales, efecto que se
preserva en adipocitos de ratas con obesidad inducida por dieta; y 2) la modificacidn de
fa respuesta inflamatoria por fos macréfagos cldsica y alternativamente activados.
Ademas permitié establecer la primera funcidn bioldgica renal de SIRT7, y a la
acetilacién como una modificacion postransduccional que regula la funcion de los
transportadores lo que abre la puerta ha estudiar el efecto de la acetifacidn en otros
transportadores y procesos renafes, asi como la implicacién de SIRT7 en estos procesos.
b) Formacién de recursos humanos especializados. Con el desarrollo de este proyecto se
graduaron cuatro alumnos de licenciatura en Nutricidn vy una maestro en Ciencias.
Adjunto encontrara los documentos probatorios. €) Creacion yfo fortalecimiento de
grupos de investigacidn. £ desarrollo de este proyecto permitié establecer dos lneas de
investigacion bajo mi direccidn en el departamento de fisiclogia de fa rutricién,
permitiendo fortalecer nuestro grupo. Las lineas de investigacidn son: Estudio de fas
alteraciones del metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada durante la obesidad
y la diabetes. Caracterizacién de mecanismos transcripcionales y postransguccionales
que regulan el metaholismo: ef papel de las sirtuinas.

observaciones:

Pregunta:

En términos de impacto, destaque las principales contribuciones de su
investigacion

Respuesta:

Las principales contribuciones de fa investigacion: 1) Demuestran la interaccién gue
existe entre el metabelismo de los amincécidos de cadena ramificada y el palmitato y
sus implicaciones, incluyendo que los aminoécidos de cadena ramificada participan en el
almacenaje de los lipidos en los adipocitos y per lo tanto, a mantener su funcionalidad.
2) Caracterizan el metabolismo de los aminodcidos de cadena ramificada en los
macréfagos chasica v alternativamente activados. 3) Demuestran la primera funcién
fisiofdgica renal identificada que esta regulada por SIRT7.

ohservaciones:;

Pregunta:

Cuales argumentos plantearia como sustantivos para integrar su
investigacidn dentro de los CASOS DE EXITO,

Respuesta:

£l desarrolfo de esta investigacién puede considerarse dentro de los casos de éxito por
las siguientes razones: 1) Permito establecer la interaccién que existe entre el
metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada y el palmitato y sus
implicaciones, incluyendo gue los aminoacidos de cadena ramificada participan en el
almacenaje de los lipidos en los adipocitos y por lo tanto, a mantener su funcionalidad.
Se caracterizé el metabolismo de los aminedcidos de cadena ramificada en los
macrofagos clasica y alternativamente activados. Y demostré la primera funcidn
fistoldgica renal identificada que esta regutada por SIRT7, 2} Se obtuvieron tres artfculos
que son publicables en revistas con arbitraje estricto. 3} Se graduaron cuatro
estudiantes de licenciatura y uno de maestria, 4) Se establecieron dos lineas de
investigacicn en el departamento de fisiclogfa de la nutricidn lo que contribuye &
fortalecer nuestro grupo de investigacion. 5) Se establecid una colaboracién con el
grupo del Profesor Auwerx en fa Escuela Politacnica Federal de Lausana en Suiza lo que
contribuye al desatrollo del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn Salvador
Zubiran,

observaciones:

Observaciones:

lDocumentos Anexos
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ANTECEDENTES:

1. Obesidad: :

La obesidad es el resultado de un balance energético positivo donde la energia que se
ingiere sobrepasa el gasto energético. Hoy en dfa, este desequilibrio energético es
ampliamente favorecido por un suministro abundante de alimentos y un estilo de vida
sedentario [1]. La obesidad representa un problema de salud publica ya que es un
importante factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas
como la diabetes, hipertension y enfermedades cardiovascuiares [2]. En nuestro pais el
70% de la poblacién entre los 30 y 60 afios cursa con sobrepeso y obesidad [3],
causando mds de 200,000 muertes anuales y un incremento significativo en los costos
de la asistencia medica [4]. A pesar de multiples investigaciones, la patogénesis de la




obesidad humana no ha sido completamente esclarecida y su prevencién y tratamiento
son lodavia complicados [5].

Durante la obesidad se presenta una alteracion en los efectos biolégicos de la insulina,
hormona encargada de regular el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas en
el higado, misculo y tejido adiposo [6]. Dicha alteracién es conocidas como resistencia
a insulina, La resistencia a la insulina es una condicién patoldgica que se origina por el
acumulo de metabolitos de 4cidos grasos como los diacilgliceroles y las ceramidas en
musculo esquelético. Este incremento es el resultado de una oxidacién ineficiente de
los 4cidos grasos en la mitocondria [7]. La resistencia a la insulina conduce a una
elevada hidrolisis de los triglicéridos por ¢l tejido adiposo que ocasiona un incremento
en la concentracion plasmética de dcidos grasos [8]; en musculo, reduce la captura de
glucosa [9]; y en higado, causa una sintesis deficiente de glucégeno, una produccién
alterada de glucosa y un incremento en la sintesis de triglicéridos y proteinas [10]. En
conjunto, estas alteraciones dan lugar a importantes anormalidades como son la
hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia y esteatosis hepética [11].

La esteatosis hepética es el resultado del incremento en la sintesis de triglicéridos y de
la disminucién en la oxidacién de los acidos grasos en mitocondria. A nivel molecular,
la acumulacién de triglicéridos esta mediada por un incremento en la expresion de los
factores de transcripcion lipogénicos como el SREBPIc y de las enzimas que median
la formacion de triglicéridos como son la sintasa de acidos grasos (FAS), la acetil-CoA
carboxilasa (ACC), la estearil-CoA desaturasa (SCDI) y la Glicerol-fosfato acil
transferasa (GPAT) [12]. Por el contrario, la disminucién en la oxidacién de 4cidos
grasos esta asociada a una disminucion la expresién del factor de transcripeién PPAR
(Receptor activado por proliferados de peroxisomas)-alfa y de las enzimas carnitina-
palmitoil transferasa (CPT1), la deshidrogenasa de grupos acil de cadena larga (LCAD)
y la acetil-CoA oxidasa (ACO) [13]. De manera interesante, el andlisis de la expresion
de la CPT! en el higado de 41 cepas de ratones pertenccientes a la poblacién de
referencia genética BXD demostrd una correlacion inversa a la expresién de la enzima
isovaleril CoA deshidrogenasa (IVDH). La IVDH es una enzima mitocondrial
involucrada en el catabolismo oxidativo de la leucina, un aminodcido de cadena
ramificada. Dado que ¢l grado de expresion de la CPT1 y de IVDH son indicativos del
nivel de oxidacién de sus respectivos substratos por la mitocondria, la correlacion
inversa entre estas dos enzimas sugiere que una mayor oxidacion de los aminodcidos
de cadena ramificada disminuye la oxidacion de los 4cidos grasos. El presente trabajo
pretende evaluar dicha interaccion para lo que a continuacién se brinda un panorama
general del metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada.

2. Amino 4cidos de cadena ramificada:

Los aminodcidos de cadena ramificada, o BCAA por sus siglas en ingles, son la
leucina, isoleucina y valina [14]. Estos aminoacidos conforman del 20 al 25% de la
mayorfa de las protefnas dietarias y se encuentran entre los nucve aminodcidos
indispensables para los humanos [15]. Los BCAA son utilizados principalmente para la
sintesis de proteinas y al no existir una reserva especial para ser almacenados, el
exceso es metabolizado para ser eliminado [16]. El nitrogeno es eliminado via
transaminacion, desaminacién, y formacion de urea; y los esqueletos de carbono se
conservan generalmente como hidratos de carbono via gluconcogénesis (AA
glucogénicos), o como 4cidos grasos via sintesis del dcido graso (AA cetogénicos).




Los primeros pasos en el catabolismo de los BCAA son comunes para los tres
aminodcidos e involucra a dos complejos enzimdticos: 1) la aminotranferasa de los
aminoécidos de cadena ramificada (BCAT) que da lugar a los a-cetodcidos de cadena
ramificada [17]; y 2) la deshidrogenasa de los a-cetodcidos de cadena ramificada
(BCKD) que dan lugar a los esteres de CoA de cadena ramificada [18). El metabolismo
posterior diverge existiendo una via en particular para cada uno de los esteres de CoA
hasta que son incorporados al ciclo de Krebs o dan lugar a los cuerpos ceténicos [19].
Es importante mencionar que los esteres de CoA de cadena ramificada pueden
reaccionar con la L-carnitina produciendo acil-carnitinas de cadena ramificada de las
cuales se desconoce si influyen en el metabolismo celular [20].

A nivel molecular, los BCAA son capaces de regular varios procesos como la sintesis
de protefnas, la secrecion de insulina y la captura de aminoécidos por el cerebro, Por
gjemplo, la leucina estimula la sintesis e inhibe la degradacién de proteina en
situaciones de abundancia de nutrimentos {21, 22]. La estimulacion de la sintesis de
proteina por la leucina esta ligada a la activacion de la via de sefializacion del complejo
blanco de la rampamicina de mamiferos | (nTORCI por sus siglas en ingles) la cual
involucra la fosforilacién de S6K 1, S6, 4EBP1, y elF4B [23].

3. El papel de los BCAA durante la obesidad:

Actualmente existe una gran controversia con respecto al papel que los BCAA juegan
en el desarrollo de la obesidad. La leucina es el BCAA que mas ha sido estudiado en
este contexto [24]. Por ejemplo, la leucina se ha asociado con el control de la saciedad,
el peso corporal y el gasto energético. La leucina estimula directamente la via de
seffalizacion de mTOR en el hipotdlamo dando lugar a una disminucion en la ingesta
de alimento [25]. También es capaz de influenciar la saciedad estimulando la secrecién
de leptina [26]. Por otro lado, suplementos dietarios de leucina han demostrado ser
capaces de disminuir la masa grasa y el peso corporal y mejorar ¢l metabolismo de la
glucosa en algunos casos [24, 27-31]. Es muy importante tener en cuenta que en la
mayoria de estos estudios el efecto de la leucina se determino en un contexto de estrés
energético originado ya sea por restriccidn calérica o ante la realizaciéon habitual de
ejercicio, que generalmente no es el caso en pacientes obesos, Paraddjicamente, otros
estudios no apoyan la teoria del papel antiobesidad de los BCAA. Por ejemplo, existe
evidencia de que las concentraciones de BCAA se encuentran elevadas en humanos
obesos y en modelos animales de obesidad [32-34]. También se ha demostrado que
durante una sobrealimentacion, incluyendo un exceso en el consumo de leucina, la
hiperactivacion de la seflalizacion de TORCI, es capaz de agravar la resistencia a la
insulina disminuyendo la fosforilacion de AKT y aumentando la fosforilacion de la
serina 307 del sustrato del receptor de insulinal (IRS1) inactivando su sefializacion
posterior [35-37].

Un estudio reciente en el que se comparo una amplia gama de metabolitos
cuantificados en el plasma de sujetos delgados y obesos, mosiré que ademas del
incremento en las concentraciones de los BCAA, el perfil de los sujetos obesos esta
caracterizado por un incremento significativo en las concenfraciones de las acil-
carnitinas derivadas de los BCAA [38]. Interesantemente, el incremento en las acil-
carnitinas mostr6 un correlacioén directamente proporcional con el grado de resistencia
a la insulina en los sujetos obesos.




Estudios en animales realizados en base ha estos hallazgos demostraron que
(suplementar una dieta alta en grasa con BCAA en efecto disminuye el consumo de
energia y el peso corporal, pero no ocasiona ninguna diferencia en el grado de
resistencia a la insulina. Asimismo, los animales que recibieron la dieta alta en grasa
suplementada con BCAA presentaron los niveles mas altos de las acilcarnitinas [38].
Estudios realizados in vitro han demostrado que las acilcarnitinas de los BCAA son
capaces de competir con los dcidos grasos y el piruvato para su oxidacion [39],
probablemente estimulando la lipogénesis. En conjunto estos resultados sugieren que
en situaciones de sobrealimentacion, el aumento de los BCAA circulantes son
desviados hacia vias catabolicas y que los metabolitos intermediarios de este
catabolismo pudieran estar involucrados con la inhibicidn de la oxidacién de los dcidos
grasos incrementando su acumulacidn en tejidos como higado y musculo esquelético,
lo cual contribuye al desarrollo de la resistencia a la insulina y la esteatosis hepética,
En apoyo a esta teorla, She y colaboradores demostraron como ratones con una
deficiencia de la BCAT presentaban concentraciones considerablemente elevadas de
los BCAA lo cual se asocio con un incremento en el consumo de alimento. De manera
interesante, estos animales eran resistentes al desarrollo de obesidad inducida por dieta
y no presentaban resistencia a la insulina ni intolerancia a la glucosa [40]. La
deficiencia de la BCAT en estos animales, blogueo por completo el catabolismo de los
BCAA impidiendo la produccion de metabolitos intermediarios como las acil-
carnitinas, Se ha demostrado in vitro que el catabolismo de la leucina es necesario para
inhibir ta proteolisis [41] y en particular que la isovaleril-carnitina derivada del
catabolismo de la leucina es capaz de inhibir eficientemente este proceso [42]. Una
proteolisis perpetua en los animales deficientes de BCAT contribuye a un ciclo
proteico donde solo se sintetiza protefna, proceso que consume grandes cantidades de
energia. De este modo, el incremento en el consumo de energia y la resistencia al
desarrollo de la obesidad inducida por dieta de los animales deficientes de BCAT es
probablemente debido a altos niveles de oxidacion de glucosa y dcidos grasos para
cubrir los requerimientos de ATP para mantener este ciclo futil de sintesis y
degradacién de proteinas.

DEFINICION DE PROBLEMAS :

Las acil-carnitinas derivadas de los aminodcidos de cadena ramificada se encuentran
incrementadas en pacientes obesos y presentan un correlaciéon positiva con el
desarrollo de resistencia a insulina, Se desconoce si el incremento en la concentracion
de las acil-carnitinas es responsable del desarrollo de resistencia a la insulina a través
de la inhibicion de la oxidacion de acidos grasos en el tejido hepatico. El presente
proyecto pretende dar respuesta ha dicha interrogante.

JUSTIFICACION :

La obesidad 5 un problema de salud piblica que afecta al 70% de la poblacion entre tos 30 y 60 afios de




nuestro pais, causando més de 200,000 muertes anuales y un incremento significativo en los costos de la
asistencia medica, Una de las principales alteraciones metabdlicas que se presenta durante Ia obesidad es
la resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina es el resultado de la acumulacién de
diacilgliceroles y ceramidas producto de 1a oxidacién incompleta de los dcidos grasos. La oxidacién de
los 4cidos grasos se lleva a cabo en la mitocondria y la tasa de oxidacidn es determinada por la carnitina
palmitoil transferasa (CPT1), enzima que regula la entrada de los dcidos grasos a la mitocondria. El
analisis de la expresién de la CPT1 en el higado de 41 cepas de ratones pertenecientes a la poblacion de
referencia genética BXD demostré una correlacion inversa a la expresidn de la enzima isovaleril CoA
deshidrogenasa (IVDH). La [VDH es una enzima mitocondrial involucrada en ¢l catabolismo oxidativo
de ia leucina, un aminoacido de cadena ramificada. Dado que el grado de expresion de ta CPT! y de
IVDH son indicativos del nivel de oxidacion de sus respectivos substratos por la mitocondria, la
correlacion inversa entre estas dos enzimas sugiere que una mayor oxidacién de los aminodcidos de
cadena ramificada disminuye la oxidacion de los dcidos grasos. Esta hipdtesis es sustentada por un
estudio reciente en el que se demostrd como pacientes obesos presentan un mayor catabolismo de
aminoicidos de cadena ramificada el cual se ve asociado con el grado de resistencia a la insulina que
presentan los sujetos. Con la realizacién de este proyeclo se pretende evaluar si la isovaleril-carnitina
(carnitina derivada del catabolismo oxidativode la leucina) disminuye la oxidacién de cidos grasos e
incrementa la sintesis de triglicéridos, si modifica la sintesis/degradacién de proteinas en higado y
musculo esquelético y con ello Ia resistencia a la insulina de ratones con obesidad inducida por dieta, en
ratones deficientes de la aminotransferasa de aminodcidos de ¢adena ramificada (BCAT) y en cultivo
primario de hepatocitos. Para ello se evaluara el efecto in vivo de la suplementacién en la dieta con
isovaleril-carnitina en ratones con obesidad inducida por dieta sobre el consumo de alimento y la
ganancia de peso, el gasto energélico y la tolerancia a la glucosa, el perfil biogquimico y hormonal, €l
contenido de lfpidos en higado, la expresién de genes involucrados en la oxidacién de dcidos grasos y en
la sintesis de triglicéridos, el contenido y estado de fosforilacién de proteinas involucradas en la sintesis/
degradacion de proteinas y en la cascada de sefializacion de la insulina, la tasa de sintesis y degradacion
de proteinas y la resistencia a la insulina en ratones con obesidad inducida por dieta mediante un clamp
euglicemico-hiperinsulinemico y andlisis de la fosforilacion de proteinas involucradas en la sefializacién
de la insulina en higado y misculo esquelético, Tambien evaluaremos si la isovaleril-carnitina dietaria es
capaz de inducir obesidad en ratones deficientes de BCAT alimentados con dieta alta en grasa y por
ultimo, se deferminara el efecto in vitro de la isovaleril-carnitina en cultivos primarios de hepatocitos
sobre la oxidacion de 4cidos grasos, la sintesis y contenido de triglicéridos y la fosforilacién de tas
proteinas mediadores de la sintesis de protefna. Al final del proyecto conoceremos si la isovaleril-
carnitina es capaz de modificar el metabolismo de Hpidos y la sintesis/degradacion de proteinas durante
la obesidad, con el fin de establecer a las acil-carnitinas, como un importante blanco farmacologico en el
tratamiento de la obesidad,

6a. Hipaétesis

Las acil-carnitinas derivadas de los aminoacidos de cadena ramificacda son capaces de
alterar in vivo el ciclo proteico inhibiendo la degradacién de proteinas. Asimismo, son
‘capaces de inhibir la oxidacién de los Acidos grasos estimulando la sintesis de
triglicéridos. Estos cambios metabdlicos contribuyen de manera importante al desarrollo
ide resistencia a la insulina mediada por lipidos durante la obesidad. Si esto es cierto, el
:diseﬁo de Estrategias farmacolégicas que incrementen la degradacion de las acil-

carnitinas o eviten su produccién representarfan una importante alternativa en el
tratamiento de la obesidad,

6b. Objetivos. :

Determinar el efecto de la isovaleril-carnitina (carnitina derivada del catabolismo de la
leucina) sobre el metabolismo de lipidos y la sintesis/degradaciéon de proteinas en
higado y musculo esquelético de ratones con obesidad inducida por dieta, en ratones
deficientes de BCAT y en cultivo primario de hepatocitos.




7. Metodologia: Diseiio general,
‘a) Disefio del estudio: Controlado.

b) Descripcion de la maniobra o intervencion:

1. Para evaluar el efecto in vivo de la isovaleril-carnitina se seguird el siguiente
protocolo:

Modelo animal: Se utilizaran 120 ratones C57B6 macho de 20-40 gramos, los cuales
seran producidos y alojados en el bioterio del Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion
(INCMNSZ). La humedad relativa requerida, ¢n base a la Norma Oficial Mexicana
INOM-062-Z0O0-1999 serd de 40 a 70%, la temperatura de 18 a 26°C y ciclos de
luz/oscuridad de 12h cada uno y ciclos de ventilacion de més de 15 cambios por hora.
Los animales se mantendran en microaisladores individualmente ventiladas por
extraccion de aire con cama de viruta de madera a una densidad de no mas de 5 ratones!
por caja con libre acceso a la dieta y al agua. Se realizard un estudio preliminar con 20
ratones para determinar la via de administracién y la dosis adecuada de isovaleril-
carnitina para obtener los valores observados en pacientes obesos. La concentracién
plasmatica de isovaleril-carnitina se determinara en colaboracion y como fue descrito
por Newgard y col. [38]. Una vez establecidas la dosis y la via de administracién, los
ratones restantes se dividirdn en 4 grupos experimentales de 25 ratones cada uno. Al
igrupo 1 se les suministrard una dieta control con 5% de lipidos, el grupo 2 recibird una
dieta control ¢ isovaleril-carnitina, el grupo 3 tendrd una dieta alta en grasa con 60% de
Fcalorfas provenientes de lipidos, y finalmente el grupo 4 recibird dieta alta en grasa ¢
isovaleril-carnitina. Las dietas serdn preparadas de acuerdo a lo que se menciona en el
inciso e) grupos de tratamiento.

Evaluacidn del fenotipo metabdlico: El estudio tendrd una duracién de 10 semanas,
tiempo necesario para que los ratones alimentados con las dictas altas en grasa alcanzen
una ganancia de peso 40% mayor a los ratones alimentados con las dietas control.
Durante este periodo se registrara dos veces por semana la ganancia de peso y el
consumo de alimento. Posteriormente se realizaran las siguientes pruebas fisiol6gicas:

i. Evaluacidn del gasto energético:.

El gasto de energfa serd evaluado utilizando calorimetria indirecta (Oxymax, Columbus
[nstrumens, equipo de reciente adquisicidn en el departamento), Los animales serdn
colocados en una camara con un flujo de aire constante que serd monitoreado por
flujdmetro sensible a masas. Las concentraciones de oxigeno y CO2 seran evaluadas a
la entrada y a la salida de la camara para calcular el consumo de oxigeno y el
coeficiente de respiracion (RQ).

ii. Valoracion de la tolerancia a la glucosa.

Se realizara una prueba de tolerancia a la glucosa en 10 ratones de cada grupo. Los
animales serdn inyectados via IP con una solucién de glucosa al 20% a una
concentracion de 2.0 mg/g del peso corporal y la glucosa sanguinea serd evaluada a los
i5, 30, 60 y 120 minutos posteriores a la inyeccion. Se colectara aproximadamente
100ul de sangre en cada punto para determinar la concentracién de insulina plasmatica.
c. Obtencion de muestras y tejidos:

iSe practicard eutanasia por hipoxia cerebral inducida con dioxido de carbono. De

!acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, los gases nitrégeno y

!argén, al igual que el didxido de carbono son eutandsicos, no anestésicos, los cuales

producen hipoxia cerebral y consecuente inconciencia. Se llevara a cabo exanguinacion

%1 travez de la vena porta una vez que se haya cerciorado de la perdida total de los




:reﬂejos vitales del animal. La fuente de didxido de carbono es un cilindro de gas
comprimido y se liberard en una pequefta camara cerrada, pues se desea obtener tejidos
tque no tengan contaminacién quimica que alteren los resultados de nuestras
¥determinaci0nes. La exanguinacion se realizara por la via porta ya que asegura la
Jobtencit’m de un volumen adecuado de sangre para la determinacion de diferentes
pardmetros quimicos y hormonales, ya que segin la norma mencionada es un medio
para obtener tejidos y fluidos corporales libres de contaminacion quimica y/o tejido
cerebral integro,

De esta manera, una vez realizadas las pruebas fisiolégicas, los animales seran
sometidos a un ayuno de 4 horas para la eutanasia. Se obtendrd el volumen total de
sangre, del cual se separard el suero por centrifugacion y se almacenard a -80°C para
futuras determinaciones. Posteriormente, se obtendrdn muestras de higado y musculo
esquelético mediante una excision quirdrgica. Las muestras de estos tejidos se colocaran
ien criotubos, se congelaran inmediatamente en nitrogeno liquido y se aimacenaran a -
70°C. En las muestras obtenidas se realizaran los estudios siguientes:

i. Perfil bioquimico y hormonal:

Se evaluara la concentracion de glucosa, triglicéridos, colesterol, acidos grasos libres,
]cuerpos ceténicos, albiimina, urea y creatinina en suero utilizando ensayos enzimaticos-
imétrico (Cobas Cl11, Roche). La concentracién de insulina, glucagon, leptina, y
adiponectina serd determinada por radicinmunoensayo (Linco).

ii. Contenido lipidico en higado.

Se extraerén los lipidos totales de acuerdo al método de Folch, el cual se basa en lal
%separacién de la fraccion lipidica de un tejido al ser homogenizado en una solucidn
solvente que al afiadir agua y centrifugar forma dos fases. En la fase acuosa se
encuentran los compuestos hidrofilicos y en la superior se encuentra la fase orgénica
lque contiene los lipidos. Se evapora para concentrar el contenido de lipidos en ¢l fondo
lde:l tubo. La pastilla lipidica se resuspende en isopropanol/tritén al 10%. Finalmente, se
idetermina la concentracidn de triglicéridos en el extracto por los métodos anteriormente
mencionados.

iii, Andlisis de la expresion de genes involucrados en la sintesis de triglicéridos y en la
oxidacién de &cidos grasos:

Se obtendrd el mRNA total de muestras de higado y misculo esquelético con TRIzol,
]utilizando el método descrito por el proveedor. Este método consiste en una digestién
con TRIzol, seguida de una extraccion con cloroférmo y precipitacién con isopropanol.
La expresion de SREBPlc, ACC, FAS, SCD1, GPAT, PPARalfa, CPTI, LCAD, y
IACO se cuantificara por PCR en tiempo real usando ensayos fluorogénicos TagMan de
Applied Biosystems (AB), en un equipo ABI prism 7000 SDS (AB, Foster City, CA,
EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante (AB, User Bulletin no.2). La reaccion
se llevard a cabo usando la combinacion de reactivos para RT-PCR y PCR en un paso
l(One-Ste:p RT-PCR Master Mix, AB), preparando reacciones sin RNA paralelamente a
las muestras como control. Las muestras se correrdn por triplicado. Los valores
obtenidos se normalizaran dividiéndolos entre el valor de amplificacién de un gen
’estructurai (18S) en cada reaccién,

l}'v. Andlisis de la fosforilacion de proteinas involucradas en la regulacion de la sintesis
de proteinas y en la cascada de sefializacion de la insulina.

Se obtendrén protefnas totales de muestras de higado y misculo y se analizara la
Jcantidad de mTOR, S6KI, elF2, AKT e IRS1 fosforilada por medio de western-blot
icomo se ha descrito {44]. Brevemente, se determinara la concentracion de proteinas en
lel extracto total por medio del estuche para analisis de proteinas DC (Bio-Rad).
Cantidades equivalentes de cada muestra serdn cargadas para electroforesis en SDS-




PAGE y transferidas a membranas de PVDF (Amersham). Las membranas se bloquean
incubdndolas en leche descremada al 0.4% e incubacion por 12h con el anticuerpo
primario a 4°C. Se utilizard B-actina como control de carga. Finalmente las membranas
Ese incubardn con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa por 45 min y las
bandas se visualizardn con un reactivo quimioluminiscente (Visualizer Spray and Glow,
Santa Cruz),

d. Tasa de sintesis y degradacion de proteinas:

Para determinar el efecto de la isovaleril-carnitina sobre el ciclo proteico se analizara la
‘tasa de sintesis de proteina evaluando la incorporacion de 3H fenilalanina a proteina
como se describid anteriormente [40]. Para esto 10 animales de los cuatro grupo seran
inyectados con 3H-fenilalanina y 15 minutos después se realizara la cutanasia como se
describié anteriormente para colectar la sangre y muestras de los 6rganos. Para evaluar]
la tasa de degradacién de proteina se determinara la creatinina uinaria y la 3-
metilhistidina, ambos indicativos de la degradacién de proteinas miofibrilares.

2. Para evaluvar si las acil-carnitinas son capaces de inducir obesidad en ratones
deficientes de BCAT alimentados con una dieta alta en grasa se seguird el siguiente
Eprotocolo:

Modelo animal: Se utilizaran 90 ratones macho de aproximadamente 20g, de los cuales
45 seran deficientes para la BCAT y 45 serdn controles. Los animales serdn obtenidos a
través de una colaboracion con el Dr. Chrystopher J. Lynch de la Universidad de
Pensilvania (Pennsylvania, USA). Los animales se mantendrdn en el bioterio del
Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricién Salvador Zubiran como se describid
anteriormente y seran divididos en tres grupos experimentales: el Grupo 1 que recibird
la dieta control, el Grupo 2 que recibira una dieta con 60% de contenido en lipidos, y ¢l
grupo 3 que recibird una dieta alta en grasa e isovaleril carnitina. Cada uno de los
grupos estara conformado por 15 ratones controles y 15 ratones deficientes de BCAT.

Evaluacion del fenotipo metabédlico: Al igual que en el inciso anterior el estudio tendra
una duracion de 10 semanas. Durante este periodo se registrara dos veces por semana la
'ganancia de peso y el consumo de alimento. Posteriormente se realizaran las pruebas
fisiologicas que se describieron en el inciso anterior,

3. Para evaluar si la isovaleril-carnitina tiene un efecto directo sobre la resistencia a la
insulina se realizara un clamp euglicémico-hiperinsulinémico en ratones alimentados
con una dieta suplementada con isovaleril-carnitina siguiendo el siguiente protocolo:

Se utilizaran 20 ratones C57B6 de aproximadamente 30g los cuales se dividirdn en dos!
grupos. Estos estudios requieren de una via que nos permita infundir de manera
‘continua durante 2 horas soluciones de insulina, glucosa e isovaleril-carnitina. Por otro
lado, también ¢s necesaria una via que nos permita obtener cada 5 minutos una muestra
sanguinea de por lo menos 30 pl por dos horas. Las vias elegidas para tal objetivo la
vena yugular y la vena caudal. Por lo que para realizar este estudio, los ratones seran
sometidas a una cirugfa donde se canularan la vena yugular. Bl material utilizado sera
silastic acoplado a un cateter para venopuncion del No 20, esterilizados a gas, ¢l
instrumental quirdrgico y el material de sutura (seda 6 y 3 ceros) seran provistos de
manera estéril por el departamento de cirugfa experimental. Los animales sin ayuno
previo se anestesiaran con 90 mg/Kg de ketamina y 10 mg/Kg de xilacina de manera
intraperitoneal, Se rasura el 4rea ventral y dorsal del cuello. Se realiza una pequefia




incisién en ambos lugares, de la parte dorsal del cuello se abre surco intradérmico del
lado derecho hasta la incision en la zona ventral del cuello y a través de ellos se
introduce una cénula previamente llena con una solucién de heparina de 100 U/ml en
INaCl al 0.9% estéril. Una vez que la cdnula se encuentran dentro se procede a disecar la
vena yugular colocando en cada uno de los extremos hilo quirirgico para bloguear el
flujo sanguineo, una vez realizado esto se realiza una pequeiia incision y con ayuda de;
unas pinzas de punta fina se introduce la cdnula. Una vez dentro del vaso la cdnula es
fijada realizando un nudo con cada uno de los hilos quirtirgicos. Para terminar se
procede a suturar cada una de las incisiones fijando perfectamente con hilo quirdrgico
los extremos de cada una de las cdnulas en la cabeza del animal. Para evitar que el
animal se retire la canula, esta serd fijada en un pequefio catéter que serd fijado de
manera intradérmico en la parte posterior del animal. Los cuidados postoperatorios
incluyen: utilizar una bolsa de agua caliente cerca del raton para evitar hipotermia;
administrar de manera intramuscular 30 mg/Kg de metamizol y 5 mg/Kg de
enrofioxacina, de manera subcitanea 1000U/Kg de heparina cada 24h; lavar la canula
Icon solucion de heparina por lo menos una vez al dia, administrar por via oral de 40 a
80 ml/Kg de solucién salina 0.9%. Se le permitird al animal recuperarse de la cirugia de
5 a 6 dias, Transcurrido este tiempo se realiza cada uno de los clamps de acuerdo a lo
descrito por DeFronzo y col. El estudio serd terminado para aquellos ratones que
presenten dolor extremo, falta de movimiento, perdida de peso, falla de la canula
intrayugular,

Para realizar el clamp euglicémico, la cinula colocada en la yugular se conectara a una
via de dos pasos. Uno de los pasos estard conectado a una tuberia proveniente de una
bomba de infusién que administrara de manera constante una solucién de insulina a una
lvelocidad de 100mU/Kg/min en conjunto con una solucién vehiculo (Grupo 1) o una
solucién con isovaleril-carnitina. La solucion de insulina mantendrd los niveles de
insulina plasmaticos a aproximadamente 40mU/L por 2 horas. La elevacion de la
concentracion de insulina genera un decremento en los niveles de glucosa sérica, la
idisminuci(ﬁm en la concentracion de glucosa puede ser modificada por la infusion de la
isovaleril-carnitina. Los niveles de glucosa se mantendrdn en 100 mg/dl (euglicemia)
administrando de manera variable una solucién de glucosa al 20% por el otro paso de la
via colocada en la cénula. Para mantener la euglicemia, se obtendran muestras
sanguineas de la vena caudal cada 5 min en las que se le determinara inmediatamente la
concentracién de glucosa para que con este dato se pudiera modificar el rango de
infusion de la glucosa. El rango de infusion de glucosa durante la Gltima hora del clamp
se tomd como un parametro de respuesta que indica la sensibilidad a la insulina. Al
itermino del experimento se tomaran muestras de tejidos como se menciono
ianteriormente para evaluar la fosforilacion de proteinas involucradas ¢n la seffalizacion
de insulina.

4. Para evaluar el efecto in vitro de isovaleril-carnitina en el metabolismo lipidico y en
la sintesis/degradacion de proteinas se seguiré el siguiente protocolo:

Cultivo primario de hepatocitos: Se obtendran hepatocitos de 10 ratas Sprague-Dawley
imacho provenientes del bioterio del INCMNSZ de 6 semanas como lo describe Sacci
[43]. Brevemente, las ratas serdn anestesiadas con ketamina y xilacina par
posteriormente extraer el higado el cual serd perfundido y digerido con colagenasa. Las
c€lulas se cultivardn en pozos de 3 cm2 a una densidad de 6000 células/em?2 en medio
DMEM con 10% de suero fetal bovino y antibidtico-antimicotico (Roche). Los
hepatocitos primarios serdn incubados con las concentraciones de isovaleril-carnitina




encontradas en sujetos delgados y obesos [38]. Se realizara una curva tiempo respuesta
para evaluar el efecto de la isovaleril-carnitina en los diferentes pardmetros que se
1descnben a continuacion:

]: Andlisis de la expresion de genes involucrados en la oxidacion de dcidos grasos:
'Después de transcuwrido el tiempo respectivo de incubacion, se obtendrd el RNA de los
'hcpatocztos El analisis del contenido de mRNA de PPAR alfa, CPT1, LCAD, y ACO se
realizard como se describié anteriormente.

ii. Oxidacion de palmitato:

Para evaluar el efecto de la isovaleril-carnitina sobre la oxidacion de los acidos grasos,
los hepatocitos tratados con isovalerilcarnitina seran incubados por I hora con palmitato
marcado con 14C. La tasa de oxidacién de palmitato se determinard cuantificando la
produccion de 14CO2. Para cuantificar el 14C0O2, se empleara un tubo en T unido a
viales de liquido de centelleo que contendrd una mezcla de etanolamina:metilcelosolve
que funciona como trampa de CO2. Los tubos serdn cuantificados utilizando un
'contador de particulas beta.

iii. Andlisis de la expresion de genes involucrados en la sintesis de triglicéridos:
[El contenido de SREBPIc, ACC, FAS, SCD1 y GPAT sera evaluado como se describio
anteriormente.

iv. Andlisis del contenido de triglicéridos en los hepatocitos primarios:

Se utilizara la tincion rojo oleoso para evaluar el contenido de triglicéridos en
hepatocitos  tratados  con  isovaleril-carnitina.  Los hepatocitos  se fijaran con
paraformaldehido al 4% en PBS por 20 min. Y se tefiirin con la solucion de rojo oleoso
por 2 h a temperatura ambiente. Se tomaran fotografias de las células bajo el
microscopio. Para un anélisis cuantitativo del contenido celular de triglicéridos, las
células se lavaran con PBS y se recolectaran por raspado utilizando S0mM Tris-HCl
;(pH 7.5) con lmM EDTA. Las células seran sonicadas por 5s a 40W y centrifugadas a
13,000g por 5 min. a 48°C. Los sobrenadantes serdn utilizados para cuantificar los
itriglicéridos por medio de un ensayo enzimdatico-imétrico (DiaSys Diagnostic Systems
GMBH, Holzheim, Alemania).

v. Andlisis de la fosforilacion de proteinas involucradas en la regulacion de la sintesis
de proteinas:

Se determinard la cantidad de mTOR, S6KI y ¢IF2 fosforilada por medio de western-
blot en extractos totales de los hepatocitos tratados con isovaleril-carnitina como se
describi6 anteriormente.

5. Andlisis estadistico:

Los resultados se presentardn como el promedio & error estandar de la media (SEM).
Los datos con una distribucion variable se transformaran logaritmicamente antes de su
andlisis. Los datos serdn evaluados usando un anélisis de varianza de una via y cuando
la interaccion resulte significativa se realizard la prueba PLSD de Fisher. Las
diferencias se consideraran significativas con una p

¢) Tamaiio de muestra: En la descripeion de la maniobra o intervencion se describe el
numero de animales a utilizar dependiendo de cada objetivo. Este numero se determino
segin la ecuacién de muestras independientes: n=28(Za+ZB)/A%. En donde: S=




Desviacion estandar. Se utilizaron datos obtenidos en un estudio previo realizado en el
Departamento de Fisiologia de la Nutricion usando la concentracion de colesterol en
suero en ratones control y alimentados con una dieta alta en colesterol (2%) con un
walor de +39 mg/dl. A= Diferencia minima entre la concentracion de colesterol en suero
lesperada entre los grupos control y los alimentados con una dieta alta en colesterol con
un valor de 60 mg/dl. o= tasa de error 0.05. B=Poder de la prucba 0.8. Zo+Zp=
1.96+0.84 constantes. Por lo tanto: n=2(39)*(1.96+0.84)*(60)%, n=6.6. Con base a lo
anterior se hecesita utilizar un nimero promedio de 7 ratones por grupo. Utilizaremos
10 ratones por grupo para tomar en cuenta los ratones que pudieran ser excluidos del
estudio por razones técnicas o por alguno de los procedimientos.

ld)l\./lecanismos de asignacién del tratamiento: Los animales se dividiran de acuerdo a lo
establecido en la descripcion de la maniobra o intervencién. La distribucion se hara de
'manera aleatoria,

¢) Grupos de tratamiento: Los grupos se encuentran descritos en {a descripcion de la
maniobra o intervencién. Aqui describimos las diferentes dietas que se utilizaran
durante el estudio. Las dietas estdn compuestas en porcentaje por: casefna libre de
vitaminas 20%(Harlan-Teklad), aceite de maiz al 5%, mezcla de minerales Rogers-
Harper (Harlan-Teklad) 5%, mezcla de vitaminas AIN-93-VX (Harland-Teklad) 1%,
citrato de colina (Harland-Teklad) 0.165% y dextrosa anhidra y almidén de maiz en una
lproporclon 1:1 _para completar el 100% de la dieta. Las dietas altas en grasa
mantuvieron la misma composicién que las anteriores excepto en el porcentaje de
lipidos que en adicién al 5% de aceite de maiz, contienen 20% de manteca de cerdo
(alta en grasa saturada y colesterol). Las dietas balanceadas estdn basadas en las
?recomendaciones reportadas  (Nutrition Research Council, 1995) sobre los
requerimientos nuiricionales de las ratas de laboratorio, incluyendo vitaminas v
nutrimentos inorganicos, Las dietas se administrardn de manera oral, ad libitum,
empleando comederos individuales de acero inoxidable con tapadera con una capacidad
Ide 200 gs. Con estas dietas se cubren los requerimientos de proteina y de grasa de las
ratas en base a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, ya que el porcentaje
de proteina que contienen es del 20% (los valores mostrados ya estdn ajustados de
!acuerdo a la pureza del producto que se emplea como fuente de proteina), mieniras que
el de grasa es del 5%. El alimento cumplird con las siguientes caracteristicas: estara
libre de aditivos, drogas, hormonas, antibidticos, pesticidas y contaminantes. Estara
dentro de su periodo de caducidad. Se almacenara en un lugar seco y ventilado en un
Econtenedor especial. Agua: se utilizard agua potable, en bebederos individuales de
fcristal con capacidad de 500 m! para administrarse las 24 hs. La cantidad a mantener en
;cada bebedero sera de 250 ml diariamente,

f) Duracién del seguimiento individual: El seguimiento ser4 de 2 semanas de estudio,

8. Metodologia: Criterios de seleccion
No Aplica.

9, Metodologia: Desenlaces y variables
Estos parametros fueron descritos en el Diseio general.

10. Riesgos y beneficios del estudio
|BENEFICIO ;




NO APLICA

RIESGOS:
MOLESTIAS GENERADAS : No aptlica

11. Costos

.w o COSTOS TOTALES DE LA INVESTIGACION
EAdmon. Gastoes pacientes ]S 0.00
Animales S 36,320.00
Equipos $ 535,692.00
Estudios 8 0.0¢
Fondo de apoyo § 0.00
Materiales S 610,920,00
Personal $ 0.00
=i;ul}licar:ioncs ) 25:000.00
§uscripci0ncs “;rS 16,000.00
Varios § 10,000.00
Viaticos }S 36,000.00
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Antecedentes
1. Obesidad:

La obesidad es el resultado de un balance energético positivo
donde la energia que se ingiere sobrepasa el gasto energético. Hoy
en dia, este desequilibrio energético es ampliamente favorecido por
un suministro abundante de alimentos y un estilo de vida sedentario
[1]. La obesidad representa un problema de salud publica ya que es
un importante factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cronico-degenerativas como  la diabetes,  hipertension v
enfermedades cardiovasculares [2]. En nuestro pais el 70% de la
poblacién entre los 30 y 60 afios cursa con sobrepeso y obesidad [3],
causando mds de 200,000 muertes anuales y un incremento
significativo en los costos de la asistencia medica [4]. A pesar de
multiples investigacicnes, la patogénesis de la obesidad humana no
ha sido completamente esclarecida v su prevencion y fratamiento son
todavia complicados [5].

Durante la obesidad se presenta una dlteracién en los efectos
bicldgicos de la insulina, hormona  encargada de regular el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas en el higado,
musculo y tejido adiposo [6]. Dicha alteracién es conocidas como
resistencia a insulina. La resistencia a la insuling es una condiciéon
patolégica que se origina por el acumulo de metabolitos de dcidos
grasos como los diacilgliceroles vy Ias ceramidas en musculo
esquelético. Este incremento es el resultado de una oxidacidn
ineficiente de los acidos grasos en la mitocondria {7]. La resistencia a
la insulina conduce a una elevada hidrdlisis de los triglicéridos por el
tejido adiposo que ocasiona un incremento en la concentraciéon
plasmdtica de &cidos grases [8); en mudsculo, reduce la captura de
glucosa [9]; vy en higado, causa una sintesis deficiente de glucdgeno,
una produccién alterada de glucosa y un incremento en la sintesis de
triglicéridos y proteinas [10]. En conjunto, estas dlteraciones dan lugar
a importantes  anormalidades como  son  la  hiperglicemia,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia y esteatosis hepdatica [11].

La esteatosis hepdtica es el resultado del incremento en la sintesis
de trigliceridos y de la disminucién en la oxidacion de los éeidos grasos
en mitocondric. A nivel molecular, la acumuiacion de triglicéridos esta
mediada por un incremento en la expresion de los factores de
transcripcidn lipogénicos como el SREBPIc v de las enzimas que
median la formacion de triglicéridos como son fa sintasa de dcidos
grasos {FAS), la aceti-CoA carboxiasa (ACC), la esteari-CoA
desaturasa (SCD1) vy la Glicerol-fosfato acil transferasa (GPAT) [12]. Por
el contrario, ka disminucion en la oxidacion de dcidos grasos esta
asociada a una disminucion ta expresidon del factor de transcripcion




PPAR {Receptor activado por profiferados de peroxisomas)-alfa y de
las enzimas carnitina-palmitoil transferasa {CPT1), la deshidrogenasa
de grupos acil de cadena larga (LCAD) y la acetil-CoA oxidasa [ACO]
[13]. De manera interesante, el andlisis de la expresion de ia CPT1 en el
higado de 41 cepas de ratones pertenecientes a la poblacion de
referencia genética B8XD demostrd una correlacion inversa a la
expresion de la enzima isovalerit CoA deshidrogenasa (IVDH) (Figura 1).
La IWDH es una enzima mitocondriat involucrada en el catabolismo
oxidativo de la leucing, un aminodcido de cadena ramificada. Dado
qgue el grado de expresidon de la CPT1 y de IVDH son indicativos del
nivel de oxidacién de sus respectivos substratos por la mitocondria, la
correlacién inversa entre estas dos enzimas sugiere que und mayor
oxidacion de los aminodcidos de cadena ramificada disminuye la
oxidacion de los dcidos grases, El presente frabajo pretende evaluar
dicha interaccidon para lo que a continuacion se brinda un panoramad
general del metabolismo de los aminodcidos de cadena ramificada.
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Figura 1. Correlaciéon entre la expresion de la carnitina-paimitoil transferasa |y
la lsovaleri CoA deshidrogenasa,

2. Amino dcidos de cadena ramificada:

Los aminodcidos de cadena ramificada, o BCAA por sus siglas en
ingles, son la leucing, isoleucina y valina [14]. Estos aminodcidos
conforman del 20 al 25% de la mayoria de las proteinas dietarias y se
encueniran entre los nueve aminodcidos indispensables para los
humanos [15]. Los BCAA son utiizados principalmente para la sintesis
de proteinas y al no existir una reserva especial para ser admacenados,
el exceso es metabolizado para ser eliminado [16]. £ nitrdgeno es
eliminado via transaminacion, desaminacién, y formacién de urea; y
los esqueletos de carbono se conservan generalmente como hidratos
de carbono via gluconeogénesis [AA glucogénices), o como acidos
grasos via sintesis del deido graso {AA cetogénicos).



Los primeros pasos en el catabolismo de los BCAA son comunes
para los fres aminodcidos e involucra o dos complejos enzimdticos: 1)
la aminotranferasa de los aminodcidos de cadena ramificada (BCAT)
que da lugar a los a-cetodicidos de cadena ramificada [17]; vy 2) la
deshidrogenasa de los a-cetodcidos de cadena ramificada (BCKD)
que dan lugar a los esteres de CoA de cadena ramificada [18]. E
metabolismo posterior diverge existiendo una via en particular para
cada uno de los esteres de CoA hasta que son incorporados ol ciclo
de Krebs o dan lugar o los cuerpos ceténicos [19]. Es importanie
mencionar que los esteres de CoA de cadena ramificada pueden
reaccionar con la L-carniting produciendo acil-carnitinas de cadena
ramificada de las cuales se desconoce si influyen en el metabolismo
celular [20]. En la siguiente tabla se muestran los BCAA con el
respectivo cetodcido vy ester de CoA al gue dan lugar.

Aminodcido a-Cetodcido Ester de CoA Categoria

Leucina Ceto-isocaproato Isovaleri-CoA Cetogénico

Cetogénicoy
Glucogénico
Valina Ceto-isovalerato Isobutiri-CoA Glucogénico

lsoleucina Ceto-metilvalerato Metilbutiri-CoA

A nivel molecular, los BCAA son capaces de regular varios procesos
como la sintesis de proteinas, la secrecidén de insulina y la captura de
aminodcidos por el cerebro. Por ejemplo, la leucina estimula la sintesis
e inhibe la degradacion de proteina en situaciones de abundancia de
nutrimentos [21, 22]. La estimulacién de la sintesis de proteina por la
leucing esta ligada a la activacion de la via de sefdalizacion del
complejo blanco de [a rampamicina de mamiferos 1 {mMTORC] por sus
siglas en ingles) la cual involucra la fosforitacion de S6K1, S6, 4EBPI, v
elf4B8 [23].

3. Et papel de los BCAA durante la obesidad:

Actualmente existe una gran controversia con respecto al papel
gue los BCAA juegan en el desarrollo de ta obesidad. La leucina es el
BCAA gue mas ha sido estudiado en este contexto [24]. Por ejemplo,
la leucina se ha asociado con el control de la saciedad, el peso
corporal y el gasto energético. La leucina estimula directamente la via
de sefializacion de mTOR en el hipotdlamo dando lugar a una
disminucién en la ingesta de alimento [25]. También es capaz de
influenciar la saciedad estimulando la secrecidon de leptina [26]. Por
ofro lado, suplementos dietarios de leucina han demostrado ser
capaces de disminuir la masa grasa y el peso corporal y mejorar el
metabolismo de la glucosa en algunos casos [24, 27-31]. Es muy
importante tener en cuenta que en la mayoria de estos estudios el



efecto de la leucina se determino en un contexto de estrés energético
originado ya sea por restriccion caldrica o ante la redlizacion habitual
de ejercicio, que generalmente no es el case en pacientes obesos.

Paraddjicamente, otros estudios no apoyan la teoria del papel anti-
obesidad de los BCAA, Por ejemplo, existe evidencia de que las
concentraciones de BCAA se encuentran elevadas en humanos
obesos y en modelos animales de obesidad [32-34]. También se ha
demostrado que durante una sobredlimentacién, incluyendo un
exceso en el consumo de leucina, la hiperactivacion de la
sefalizacion de TORCH, es capaz de agravar la resistencia a la insulina
disminuyendo la fosforilacion de AKT y aumentando la fosforilacion de
la serina 307 del sustrato del receptor de insulinal [IRS1) inactivando su
sefializaciéon posterior [35-37].,

Un estudio reciente en el que se comparo una amplia gama de
metabolitfos cuantificados en el plasma de sujetos delgados y obesos,
mostré que ademds del incremento en las concentraciones de los
BCAA, el perfi de los sujetos obesos esta caracterizado por un
incremento significativo en las concentraciones de las acil-carnitinas
derivadas de los BCAA [38]. Inferesantemente, el incremento en las
acil-carnitinas mostré un correlacion directamente proporcional con el
grado de resistencia a la insulina en los sujetos obesos (Figura 2.
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Figura 2. Correlaciéon entre la resistencia a la insulina evaluada por el HOMA v
el factor relacionado con fos aminodcidos de cadena ramificada.

Estudios en animales redlizados en base ha estos hallazgos
demostraron que suplementar una dieta alta en grasa con BCAA en
efecto disminuye el consumo de energia y el peso corporal, pero no
ocasiona ninguna diferencia en el grado de resistencia a la insuling.
Asimismo, los animales que recibieron la dieta alta en grasa
suplementada con BCAA presentaron los niveles mas alfos de las acil-
carnitinas [38]. Estudios realizados in vitro han demostrado que las acil-
carnitinas de los BCAA son capaces de competir con los dcidos grasos
y el piruvato para su oxidacion [3%], probablemente estimulando la
lipogénesis. En conjunto estos resulfados sugieren que en situaciones



de sobrealimentacion, el aumento de los BCAA circulantes son
desviados hacia vias catabdlicas y que los metabolitos intermediarios
de este catabolismo pudieran estar involucrados con la inhibicion de
la oxidacion de los dcidos grasos incrementando su acumulacién en
tejidos como higado y muisculo esquelético, lo cual contribuye al
desarrollo de la resistencia a la insulina vy la esteatosis hepdtica.

En apoyo a esta teoria, She vy colaboradores demostraron como
ratones con una deficiencia de Ia BCAT presentaban concentraciones
considerablemente elevadas de los BCAA lo cudl se asocio con un
incremento en el consumo de dlimento. De manera interesante, estos
animales eran resisientes al desarrollo de obesidad inducida por dieta
y no presentaban resistencia a la insulina ni infolerancia a la glucosa
[40}. Lo deficiencia de la BCAT en estos animales, blogueo por
completo el catabolismo de los BCAA impidiendo la produccion de
metabolitos intermediarios como las acil-carnitinas. Se ha demostrado
in vitro que el catabolismo de la leucina es necesario para inhibir la
proteolisis [41} v en particular que la isovaleril-carniting derivada del
catabolismo de la leucina es capaz de inhibir eficientemente este
proceso [42]. Una proteolisis perpetua en los animales deficientes de
BCAT contribuye a un ciclo proteico donde solo se sintetiza proteing,
proceso que consume grandes canfidades de energia, De este modo,
el incremento en el consumo de energia vy la resistencia al desarrollo
de la obesidad inducida por dieta de los animales deficientes de BCAT
es probablemente debido a altos niveles de oxidacion de glucosa vy
dcidos grasos para cubrir los requerimientos de ATP para mantener
este ciclo futil de sintesis y degradacion de proteinas.

Hipétesis

Las acil-carnitinas derivadas de los amincdcidos de cadena
ramificada son capaces de alterar in vivo el ciclo proteico inhibiendo
la degradacidén de proteinas. Asimismo, son capaces de inhibir la
oxidacion de los dcidos grasos estimulando la sintesis de triglicéridos.
Estos cambios metabdlicos confribuyen de manera importante dl
desarrollo de  resistencia a la insulina mediada por lipidos durante la
obesidad. Si esto es cierto, el disefio de Estrategias farmacoldgicas
que incrementen la degradacion de las acil-carnitinas © eviten su
produccion representarion  una  importante  alternativa en el
fratamiento de la obesidad.




Objetivos generai y particulares

1. Obietivo generat:

Determinar el efecto de la isovaleril-carnitina {camitina derivada
del catabolismo de la leucina) sobre el metabolismo de lipidos y la
sinfesis/degradacion de proteinas en higado y misculo esquelético de
ratones con obesidad inducida por dieta, en ratones deficientes de
BCAT y en cuiltive primario de hepatocitos.

2. Objetivos particulares:

1. Evaluar el efecto in vivo de la suplementacién en la dieta con
isovaleril-carnitina en ratones con obesidad inducida por
dieta sobre:

a.
b.

C.
d.

El consumo de alimento y la ganancia de peso.

El gasto energético medido por calorimetria indirecta v la
tolerancia a fa glucosa.

El perfil bioguimico y hormonall.

El contenido de lipidos en higado.

La expresion de genes involucrados en la oxidacion de
dcidos grasos y en la sintesis de triglicéridos.

El contenido y estado de fosforilacion de proteinas
involucradas en la sintesis/ degradacion de proteinas y en
la cascada de sefializacion de [a insulina.

La tasa de sintesis y degradacion de proteinas usando
marcadores titriados.

2. Evaluar el efecto de la isovaleri-carniting dietaria sobre o
resistencia a la insulina en ratones con obesidad inducida por
dieta mediante:

Q.
b,

Clamp euglicemico-hiperinsulinemico,

Andlisis de la fosforilacidon de proteinas involucradas en la
sefializacidén de la insulina en higado y musculo
esquelético.

3. Evaluar si la isovaleril-carnitina dietaria es capaz de inducir
obesidad en ratones deficientes de BCAT alimentados con
dieta alta en grasa,

4, Evaluar el efecto in vitro de ta isovaleri-carnitina en cultivos
primarios de hepatocitos sobre:

a.

La oxidacidn de dcidos grasos mediante el andlisis de la
expresion de PPAR alfa, CPTH, LCAD v ACQO v la oxidacioén
de palmitato [C14].

b. La sintesis de friglicéridos mediante el andlisis de Ia

expresion de SREBPIc, ACC, FAS, SCD) y GPAT vy la




evaluacion del contenido de triglicéridos.
c. La fosforilaciéon de las proteinas mTOR, S6K1 vy elf2,
mediadores de la sintesis de proteina.

Metas: Cientificas y de formacién de maestros y doctores

1. Al final del proyecto conoceremos si la isovaleril-carnitina es
capaz de modificar el metabolsmo de lipidos v g
sintesis/degradaciéon de proteinas durante la obesidad, con ef
fin de establecer a las acil-carnifinas, como un importante
blanco farmacoldgico en el tratamiento de la obesidad.

2. lLa redlizacion de este proyecto permitird la formacion de un
maestro y un doctor en ciencias,

3. Losresultados obtenidos de este proyecto se presentaran en dos
congresos internacionales y se publicaran en dos articulos en
revistas internacionales indexadas con un factor de impacto de
304,

Metodologia cientifica

1. Para evaluar el efecto in vivo de la isovaleril-carnitina se seguird
el siguiente protocolo:

. Modelo animal;

Se ufilizaran 120 ratones C57B6 macho de 20-40 gramos, [os
cuales serdn obfenidos de Harlan de México. Los animales se
mantendran en el bioterio del Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion
(INCMNSZ). El protocolo del presente estudio esta en proceso de
evaluacion por el comité de ética para el uso de animales de
experimentacidon del INCMNSZ. Los animales se mantendrdn en
microaistadores con una densidad de 4 ratones por caja con un ciclo
de luz/oscuridad de 12 horas con libre acceso a la dieta vy ol agua. Se
realizard un estudio preliminar con 20 ratones para determinar la via
de administracion y la dosis adecuada de isovaleril-caritina para
obtener los valores observados en pacientes obesos. lLa
concentracion plasmdtica de isovaleril-carnitina se determinara en
colaboracion y como fue descrito por Newgard y col. [38). Una vez
establecidas la dosis y la via de administracion, los ratones restantes se
dividirdin en 4 grupos experimentales de 25 ratones cada uno. Al grupo
1 se les suministrard una dieta control con 5% de lipidos v vehiculo, el
grupo 2 recibird una dieta control e isovaleril-carniting, el grupo 3
tendrd una dieta alta en grasa con 60% de calorias provenientes de
fipidos y vehiculo, v finalmente ef grupo 4 recibird dieta alta en grasa e
isovaleril-carnitina. Las dietas serdin obtenidas de Harlan-Teklad,




b. Evaluacién del fenotipo metabdlico:

El estudio tendrd una duraciébn de 10 semanas, tiempo
necesario para gue los ratones desarrollen la obesidad inducida por
dieta. Durante este periodo se registrara dos veces por semana la
ganancia de peso y el consumo de alimento. Posteriormente se
realizaran las siguientes pruebas fisioldgicas:

i. Evaluacion del gasto energético:

El gasto de energia serd evaluado utilizando calorimetria
indirecta  [Oxymax, Columbus Instrumens, eguipo de reciente
adquisicién en el departamento). Los animales serdn colocados en
una camara con un flujo de aire constante que serd monitoreado por
flujdmetro sensible a masas. Las concentraciones de oxigeno y CO»
serdn evaluadas a ia entrada vy a la salida de la cdmara para calcular
el consumo de oxigeno vy el coeficiente de respiracion {RQ).

fi. Valoracién de la tolerancia a la glucosa:

Se rediizara una prueba de tolerancia a la glucosa en 10 ratones
de cada grupo. Los animales serdn inyectados via IP con una solucion
de glucosa al 20% a una concenfracidn de 2.0 mg/g del peso
corporal y la glucosa sanguinea serd evaluada a los 15, 30, 60 y 120
minutos posteriores a la inyeccién, Se colectara aproximadamente
200ul de sangre en cada punio parg determinar la concentracion de

insulina plasmatica.

c. Obtencidn de muestras v tejidos:

Una vez redlizadas las pruebas fisioldgicas, los animales serén
sometidos a un ayuno de 12 horas pard la obtencidn de sangre o
través de la vena porta, y la obtencidn de higado y muUsculo
esquelético. Muestras de estos tejidos se colocaran en criotubos, se
congelaran inmediatamente en nitrdégeno liquido v se almacenaran a
~70°C. En las muestras oblenidas se realizaran los estudios siguientes:

i. Perfil bioguimico y hormonat:

Se evaluara la concentracidn de glucosa, triglicéridos,
colesterol, dcidos grasos libres, cuerpos ceténicos, albUming, urea vy
cregtinindg en suero ulilizando ensayos enzimdaticos-colorimétrico
{Cobas C111, Roche), La concentracion de insuling, glucagon, tepting,
y adiponectina serd determinada por radioinmunoensayo (Linco).

ii. Contenido lipidico en higado:

Se extraerdn los lipidos totales de acuerdo al método de Folch,
el cudl se basa en la separacién de la fraccidn lipidica de un tejido al
ser homogenizado en una solucion solvente gue ol afadir agua vy
centrifugar forma dos fases. En la fase acuosa se encuentran los
compuestos hidrofilicos y en fa superior se encuentra la fase orgdnica
que contiene los lipidos. Se evapora para concentrar el contenido de
lipidos en el fondo del tubo. La pastilla lipidica se resuspende en
isopropanol/tritdn al 10%. Finalmente, se determina la concentracion
de triglicéridos en el exiracto por los métodos anteriormente
mencionados. '




iii. Andlisis de la expresién de genes involucrados en la
sintesis de friglicéridos y en la oxidacién de dcidos
grasos:

Se obtendrd el mRNA total de muestras de higado y muUsculo
esquelético con TRIzol, utilizando el método descrito por el proveedor.
Este método consiste en una digestidén con TRIzol, seguida de una
extraccion con cloroférmo vy precipitacién  con  isopropanol.  La
expresion de SREBP1c, ACC, FAS, SCD1, GPAT PPARalfa, CPTH, LCAD, y
ACO se cuantificara por PCR en tiempo real usando ensayos
fluorogénicos TagMan de Applied Biosystems (AB), en un equipo ABI
prism 7000 SDS (AB, Foster City, CA, EUA) siguiendo las instrucciones del
fabricante (AB, User Bulletin no.2}. La reaccion se llevard a cabo
usando la combinacion de reactivos para RT-PCR y PCR en un paso
(One-Step RT-PCR Master Mix, AB), preparando reacciones sin RNA
paralelamente a las muestras como condrol. Las muestras se correrdn
por triplicado. Los valores obtenidos se normalizarédn dividiéndolos
enfre el valor de amplificacion de un gen estructural {185) en cada
reaccion,

fv. Andlisis de la fosforilacion de proteinas involucradas
en la regulacion de la sintesis de proteinas y en la
cascada de senalizacion de la insulina.

Se obtendrdn proteinas totales de muestras de higado vy
musculo vy se analizara la cantidad de mTOR, SéK|, elF2, AKT e IRS]
fosforilada por medic de western-blot como se ha descrito [44].
Brevemente, se determinara la concentracion de proteinas en el
extracto total por medio del estuche para andlisis de proteinas DC
(Bio-Rad). Cantidades equivalentes de cada muestra serdn cargadas
para electroforesis en SDS-PAGE y fransferidas a membranas de PVDF
{Amersham). Las membranas se bloguean incubdndolas en leche
descremada al 0.4% e incubacion por 12h con el anticuerpo primario
a 4°C. se utilizara p-actinag como control de carga. Finalmente las
membranas se incubardn con un anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa por 45 min y las bandas se visualizardn con un reactivo
quimioluminiscente (Visualizer Spray and Glow, Santa Cruz).

d. Tasa de sintesis y degradacién de proteinas:

Para determinar el efecto de |a isovaleril-carnitina sobre el ciclo
proteico se andlizara la tasa de sintesis de proteina evaluando la
incorporacion  de 3H-fenilalaninag a proteina como se  describid
anferiormente [40]. Para esto 10 animales de los cuatro grupo serdn
inyectados con 3H-fenilalanina y 15 minutos después se colectara la
sangre y muestras de los drganos. Para evaluar g tasa de
degradacién de proteina se determinara la creatinina uinaria vy la 3-
metilhistidina, ambos indicativos de la degradacion de proteinas
miofibrilares,




2. Para evaluar si las acil-carnitinas son capaces de inducir
obesidad en ratones deficienies de BCAT alimentados con una
dieta alta en grasa se seguird el siguiente protocolo:

a. Modelo animgil;

Se utilizaran 90 ratones macho de aproximadamente 20g, de los
cuales 45 serdn deficientes para la BCAT y 45 serdn controles. Los
animales serdn obtenidos a fravés de una colaboracién con el Dr.
Chrystopher J. Lynch de la Universidad de Pensilvania [Pennsylvania,
USA). Los animales se mantendrdn en el bioterio del Instituto Nacional
de Ciencias Medicas y Nutricién Salvador Zubiran, El protocolo del
presente estudio esta en proceso de evaluacion por el comité de
ética para el uso de animales de experimentacion del INCMNSZ, Los
animales se mantendrdn como se menciono anteriormente y serdn
divididos en ires grupos experimentales: el Grupo 1 gue recibird la
dieta control y vehiculo, el Grupo 2 que recibird una dieta con 60% de
confenido en lipidos y vehiculo, vy el grupo 3 que recibird una dieta
alta en grasa e isovaleri-carnitina, Cada uno de los grupos estard
conformado por 15 ratones controles y 15 ratones deficientes de BCAT.

b. Evaluacién del fenotipo metabdlico:
£l estudio tendrd una duracién de 10 semanas. Durante este
periodo se registrara dos veces por semana la ganancia de peso vy el
consumo de alimento, Posteriormente se redlizaran las pruebas
fisioldgicas gue se mencionaron anteriormente.

3. Para evaluar si la isovaleril-carniting tiene un efecto directo
sobre la resistencia o la insulina se redlizara un clamp
euglicémico-hiperinsulinémico en ratones alimentados con una
dieta suplementada con isovdleri-carnitina  siguiendo el
siguiente protocolo:

Se utilizaran 20 ratones C57Bé de aproximadamente 30g los cuales
se dividirdn en dos grupos. Los animales se anestesiaran con Ketamina
y Xilacina y se someterdn a una cirugia donde se canulard la vena
yugular y la arteria cardtida. Inicialmente, se rasura el drea central del
cuello del animal y se redliza una pequefa incisién en este lugar vy dos
canulas se llenan con solucién de heparina. Una vez heparinizadas, se
diseca la vena yugular colocando en cada uno de los extremos hilo
quirtrgico para bloquear el flujo sanguineo, posteriormente, se realizd
una pequena incision y con ayuda de unas pinzas de punta fina se
infroduce la canula respectiva. Este mismo procedimiento se flevo a
cabo con Ja arteria cardtida. Una vez dentro del vaso, ta canula se fija
redlizando un nudo con cada uno de los hilos quirlrgices. Para
terminar, se procede o suturar la incision fijondo perfectamente con
hilo quirdrgico fos extremos de cada una de las cdnulas y los animales
se dejaran recuperar de la cirugia por 4 dias.



Posteriormente, la cdnula colocada en la yugular se conectara a
una via de dos pasos. Uno de los pasos estard conectado o und
tuberia proveniente de una bomba de infusion que administrara de
manera constante una solucién de insulina @ una velocidad de
100mU/Kg/min en conjunto con una solucién vehiculo (Grupo 1) ©
una solucion con isovaleril-carnitina. La solucién de insulina mantendrd
los niveles de insulina plasmdéticos a aproximadamente 40muU/L por 2
horas. La elevacion de la concentraciéon de insulina genera un
decremento en los niveles de glucosa sérica, la disminucién en la
concentracion de glucosa puede ser modificada por la infusidn de la
isovaleril-carnitina. Los niveles de giucosa se mantendrén en 100 mg/dl
(euglicemia) administrando de manera variable una solucién de
glucosa al 20% por el ofro paso de la via colocada en la canula. Para
mantener la euglicemia, se obtendrdn muestras sanguineas cada 5
min en las que se le determinara inmediatamente Ia concentracion de
glucosa para que con este dato se pudiera modificar el rango de
infusion de la glucosa. El rango de infusién de glucosa durante la
ultima hora del clamp se tomé como un parémetro de respuesta que
indica la sensibilidad o la insulina, Al termino del experimento se
tomaran muestras de tejidos como se menciono anteriormente para
evaluar la fosforilacion de proteinas involucradas en la sefializaciéon de
insuling,

4. Para evaluar el efecto in vitro de isovaleril-carnitinag en el
metabolismo lipidico y en la sintesis/degradacion de proteinas se
seguird el siguiente protocolo:

a. Cultivo primario de hepatocitos:

Se obtendrdn hepatocitos de ratas Sprague-Dawley macho
provenientes del bioterio del INCMNSZ de 6 semanas como lo describe
Saicei {43, Las células se cultivardn en pozos de 3 cm? a una densidad
de 6000 células/cm? en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino y
antibidtico-antimicético  [Roche). Los hepatocitos primarios  serdin
incubados con las concentraciones de isovaleril-carniting encontradas
en sujetos delgados y obesos [38]. Se realizara una curva tiempo-
respuesta para evaluar el efecio de la isovaleri-carnitinag en los
diferentes pardmetros que se describen a continudacién:

f. Andiisis de la expresién de genes involucrados en la
oxidacion de dcidos grasos:

Después de transcurrido el tiempo respectivo de incubacioén, se
obtendra el RNA de los hepatocitos. El andlisis det contenido de mRNA
de PPAR alfg, CPTl, LCAD, y ACO se redlizard como se describié
anteriormente.

ii. Oxidacion de palmitato:

Para evaluar el efecto de la isovaleri-carnitina sobre la

oxidacion de los dcidos grasos, los hepatocitos tratados con isovaleril-




carnitina serdn incubados por 1 hora con palmitate marcado con HC,
La tasa de oxidacion de pdlmitato se determinard cuantificando la
produccion de “CO2. Para cuantificar el YCO2, se empleara un tubo
en T unido a viales de liquido de centelleo que contendrd una mezcla
de etanolamina:metilcelosolve qgue funciona como trampa de CO2.
Los tubos seran cuantificados utilizando un contador de particulas
beta,

fii. Andlisis de la expresion de genes involucrados en lg

sintesis de triglicéridos:

El contenido de SREBPIc, ACC, FAS, SCD1 y GPAT serd evaluado
como se describié anteriormente.

iv. Andlisis del contenido de friglicéridos en los
hepafocitos primarios:

Se utilizara la tincion rojo olecso para evaluar el contenido de
triglicéridos en hepatocitos tratados con  isovaleril-carnitina.  Los
hepatocitos se fijaran con paraformaldehido al 4% en PBS por 20 min. vy
se tefiran con la solucién de rojo oleoso por 2 h a temperatura
ambiente. Se tomaran fotografios de las células baio el microscopio.
Para un andlisis cuantitativo del contenido celular de triglicéridos, las
células se lavaran con PBS y se recolectaran por raspado utilizando
50mM Tris-HCI (pH 7.5) con 1mM EDTA. Las células serdin sonicadas por
5s a 40W vy cenfrifugadas a 13,000g por 5 min. a 48°C. Los
sobrenadantes serdan utilizados para cuantificar los triglicéridos por
medio de un ensayo enzimdatico-colorimétrico (DiaSys Diagnostic
Systems GMBH, Holzheim, Alemania).

v. Andlisis de la fosforilacion de proteinas involucradas
en la regulacion de la sintesis de proteinas:

Se determinard la cantidad de mTOR, SéKI y elf2 fosforilada por
medio de western-blot en extractos totales de los hepatocitos tratados
con isovaleril-carnitina como se describid anteriormente.

5. Andlisis estadistico:

Los resulfados se presentardn como el promedio = error esténdar de
[a media (SEM). Los datos con una distribucidn variable se
transformardn logaritmicamente antes de su andlisis. Los datos serdn
evaluados usando un andlisis de varianza de una via y cuando la
interaccién resulte significativa se reatizard la prueba PLSD de Fisher.
Las diferencias se considerardn significativas con una p<0.05. Todos los
andlisis se realizardn en el programa StatView 4.5 {Abacus Concepts)
parda Macintosh,
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Infraesfructura disponible en las instituciones participantes

1.

El Dpto. de Fisiologia de la Nutricién consta de 4 laboratorios:

El laboratorio 1 consta de 2 dreas, el drea 1 tiene un
espectrofotdémetro, 1 refrigerador a -4° C, 1 congelador a -20°
C. 1 agitador orbital, 1 secuenciador capilar, | campana de
extraccion, 1 secador de geles, 1 secuenciador capilar. El drea
2 tiene 2 fuentes de poder vy diferentes tipos de cdmaras de
electroforesis, 1 equipo para fotografic de geles, |
computadora, 1 horno de UV, 1 speed vac, 1 microcentrifuga, 1
microcentrifuga refrigerada v el drea de lavado de material.

El laboratorio 2 consta de 2 ultracongeladores, 1 congelador a -
20° C, 1 polytrdn, 1 ultracentrifuga, 1 centrifuga refrigerada, 2
termobloques, 1 termociclador, 1 termociclador de gradiente, |
temociclador de tiempo real, 1 ulfracentrifuga, 1 cromatégrafo
de gases equipado con un detector de ionizacion de flama vy
un autormuestriador, un drea para estudiantes de licenciatura o
de posgrado con 2 computadoras e internet.

Ellaboratorio 3 consta de un drea para cultivo con 2 campanas
de flujo laminar, 1 refrigerador, 1 microscépio estereoscdpico, 2
estufas de cultive a 37° C, 1 microcentriifuga. Tiene un drea de
contadores uno para particulas beta vy otro para particulas
gamma, 2 bafios con agitacion, 1 sisterma de perfusion. Cuenta
también con un drea de radiactividad con dos contadores uno
para particulas beta y ofro para particulas gamma vy un equipo
de autoradiografia electrénica instant imagen 1 centrifuga de
bajas revoluciones,

Et laboratorio 4 consta de 1 HPLC, un refrigerador y contara con
un calorimetro.




