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INTRODUCCION

1. Origen del estudio del tejido adiposo pardo (TAP) y la termogénesis.

En la historia del estudio del TAP y la termogénesis, la hibernacién es el fendmeno que inicialmente recibié atencion
dado que resultaba intrigante cdmo un organismo podia ralentizar su tasa metabdlica, descender la temperatura
corporal durante cierto tiempo y finalmente aum‘entarlva para sobrevivir el invierno. En 1551, Gessner describié por
primera vez la existencia del TAP, en donde menciona que las marmotas tenian grasa en la espalda que "no era ni
grasa ni carne, sino algo intermedio” (1). Varios afios después, al TAP se le conocié como la "glandula de
hibernacién”, pero su funcién era desconocida hasta que en 1963, Smith y Hock junto con Smalley y Dryer
demostraron que el TAP es la c-iave paré*pquugir ei calbr necesario para el aumento de temperatura durante la
hibernacion (2, 3). Afios mas tarde, Nedergaard y Lindberg, en 1979, propusieron un mecanismo de accion para el
proceso de recalentamiento que incluia la estimulacion de los adipocitos pardos por el sistema nervioso simpatico
(SNS) para comenzar la descomposicion de los lipidos almacenados en acidos grasos libres (AGL) (4). Los
adipocitos pardos tienen una caracteristica que los disiii'ngue de los otros tipos celulares: la oxidacion de los AGL no
estad necesariamente acoplada a la produccion-de ATP. Esto se debe a la existencia de una proteina ubicada en la
membrana mitocondrial interna, la proteina desacoplante 1 (UCP1), que permite que los protones se filiren en la
matriz mitocondrial, y la energia generada que se utiliza para sintetizar ATP se disipe en forma de calor (5, 6) (Figura
1). Esta produccién de calor por el TAP es una respuesta fisiofégica de los mamiferos para resistir temperaturas frias

(termogénesis sin escalofrios) o metabolizar el exceso de nutrientes de las dietas altas en calorias (7).
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Figura 1. Cadena respiratoria y proteina desacoplante 1 (UCP1) ubicados en la membrana interna
mitocondrial. Los electrones recolectados de sustratos oxidables pasan a través de la cadena respiratoria en un
proceso exergonico que impulsa el bombeo de protones por los complejos respiratorios I, Il y IV. El gradiente de
protones electroquimico resultante a través de la membrana interna se puede disipar de dos maneras: i) a través de
la ATP sintasa, donde la fuerza protén-motriz impulsa la fosforilacion de ADP vy ii) a través de la fuga de protones
qgue no generan ATP mediante la proteina desacoplante 1 (UCP1), lo cual regula la termogénesis no temblorosa.
Modificado de Divakaruni A, 2011 (8).
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2. Estructura del TAP.
El TAP tiene un caracteristico color amarillo-marrén debido a su alto contenido de mitocondrias. También tiene una
superficie lobuiada que esta inervada y muy vascularizada (9). EI TAP se deriva de una poblacién de células ubicadas

en el dermomiotomo de la capa mesodérmica que expresa el factor miogénico 5 (MYF5*) y la proteina paired box 7
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(PAXT7*). Estas ceélulas precursoras pueden diferenciarse en células musculares o bien en adipocitos pardos. El
destino del linaje del TAP esta determinado por factores de transcripcién especificos que incluyen al receptor gamma
activado por proliferador de peroxisomas (PPARy), el dominio PR que contiene 16 (PRDM16), la histona

eucromatica lisina metiltransferasa 1 (EHMT1), el factor 2 de células B tempranas (EBF2), la proteina de dedo de
zinc 516 (ZFP516) y la proteina beta de unién a potenciador/CCAAT (C/EBPB), entre otras (10, 11) (Figura 2).
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Figura 2. Origen celular y diferenciacién de los adipocitos pardos. Los adipocitos pardos surgen durante la fase
prenatal a partir de las células ubicadas en el dermomiotomo que expresan los factores MYF5* y PAX7+. EBF2 vy la
proteina morfogenética 6ésea 7 (BMP7) comprometen a la célula a formar un preadipocito pardo. Los factores de
transcripcion PRDM16, C/EBPB, EBF2, PPARYy, Zfp516 y EHMT1 estan involucrados en la diferenciacion del tejido
adiposo pardo clasico. EHMT1 inhibe la diferenciacién de las células musculares. Modificado de Vargas-Castillo A,
2017 (12).

El TAP activo se encuentra principalmente en la retisjic’m interescapular de los bebés (TAP-i), donde mantiene
controlada la temperatura corporal, mientras que en los adultos, se encuentra en pequefas cantidades y se
consideraba que perdia su funcién. De manera interésante, los estudios realizados por Cypess y van Marken
Lichtenbelt en 2009 demuestran que la actividad del TAP no se pierde con la edad; (inicamente necesita ser activada
por el frio (13-15). Es decir, se redescubri6 al tejido adiposo pardo. Las principales ubicaciones del TAP en humanos
son los musculos esternocleidomastoideos del cuello, la region cervical-supraclavicular, las axilas, los msculos de

~ o
la ingle, las glandulas suprarrenales y el tejido adiposo periaértico de la caja toracica (16-19) (Figura 3).
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Figura 3. Localizacién de los adipocitos pardos, beige y blancos en a) ratén y en b) humanos. En el ratén los
adipocitos pardos se localizan en la zona-interescapular, este deposito comunmente se le llama tejido adiposo pardo
clasico. El tejido adiposo blanco subeutaneo localizado en la zona inguinal es el que tiene mayor capacidad de hacer
browning. En los humanos el tejido pardo y beige se encuentran mezclados en la zona cervical y supraclavicular.

Modificado de Bartelt, 2014 (20).

Algunas de las caracteristicas de los adipocitos pardos a nivel celular son la presencia de pequefias gotas de lipidos
dentro del citoplasma (multiloculares) y una gran cantidad de mitocondrias en comparacién con otros tipos de células

(21, 22). Estas mitocondrias tienen una actividad termogénica alta debido a la abundancia de la proteina UCP1

(23)(Figura 4).
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Figura 4. Clasificacion actual de adipocitos. Existen 3 tipos de adipocitos: los blancos, los beige y los pardos. Los
adipocitos blancos carecen de la proteina desacoplante 1 y son los menos termogénicos. Los adipocitos beige
provienen de células del tejido adiposo blanco a través del browning y poseen la proteina desacoplante 1. Los
adipocitos pardos tienen un origen embrionario, son altamente termogénicos y poseen la proteina desacoplante 1.
Modificado de (24).




3. Termogénesis.

3.1 UCP1: definicién, descripcion y actividad metabdlica.

La proteina desacoplante 1 (UCP1) es la proteina distintiva responsable de inducir la termogénesis. La UCP1 se
expresa de forma ubicua en la membrana mitocondrial interna de los adipocitos pardos. Su actividad principal es la
disipacién del gradiente de protones generado por la tadena respiratoria, lo que aumenta la permeabilidad de la
matriz mitocondrial y permite una fuga de protones. Por o tanto, la UCP1 reduce la eficiencia de la maquinaria
respiratoria celular, lo que resulta en un aumento de la disipacion de calor, que proporciona las propiedades
termogénicas del tejido. Se ha descrifo que Ios ofros miembros de UCP, UCP2 y UCP3, tienen la misma estructura
que UCP1 pero difieren en su Iocahzac;lon La UCP2 se expresa de manera ubicua y la UCP3 esta presente
principalmente en el musculo. Ademas hay dos miembros de esta familia, la UCP4 y la UCP5, que se encuentran
principalmente en el sistema nervioso central (SNC) (25). Sin embargo, el papel de esta familia en la termogénesis
adaptativa depende de UCP1 (23), ya que la ablacién del gen induce un fenotipo sensible al frio (26). Sin embargo,
los ratones knock out de UCP1 (UCP1-KO) no exhiben proteccion contra la obesidad inducida por la dieta cuando
los ratones se mantienen a temperaturas tgrmongutras (20-24°C) (26). No obstante, con la edad, los ratones UCP1-
KO tienden a aumentar los depésitbéde fe}iéo adiposo debido a una baja tasa de oxidacion de AGL. La presencia
de UCP1 en el TAP confiere que este tejido sea vital para la regulacién del gasto energético global del organismo,
fo que lo convierte en un objetivo terapéutico potencial para algunas enfermedades metabdlicas como la obesidad y
diabetes (27).

Es necesario desentrafar el mecanismo de activacion del TAP para el tratamiento de la obesidad. De hecho, se ha
demostrado que la actividad del TAP se reduce’ en pacientes obesos (28). El TAP se encuentra inervado por el
sistema nervioso simpatico (SNS) y esta altamente vascularizado; por lo tarito; su activacién y funcién termogénica
depende del SNS (29). Un activador qué se encuentra bien caracterizado’es un ambiente frio. Tras la exposicion al
frio, se activan las vias eferentes del SNS, liberando catecolaminas como la noradrenalina (NA). La unién de NA a
los receptores adrenérgicos B (B-AR), que se expresan abundantemente en adipocitos pardos y estan presentes en
adipocitos blancos, desencadena una cascada de transduccion de sefiales que conduce a una mayor expresion de

genes termogénicos (30) (Figura 5).
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Figura 5. Termogénesis inducida por catecolaminas y péptidos natriuréticos. Las neuronas simpaticas liberan
catecolaminas (circulos de color verde oscuro), que se unen a los receptores B-adrenérgicos, lo cual activa a la
adenilato ciclasa (AC), por lo tanto, aumentan las concentraciones de AMPc (circulos de color verde clarc) y mayor
actividad de PKA. Los péptidos natriuréticos (NP; circulos rojos) se unen al receptor de péptidos natriuréticos A
(Npra), lo cual activa a la guanilato ciclasa (GC) y aumenta las concentraciones de GMPc (circulos rosa) y activa a
la PKG. Las PKA y PKG activadas utilizan mecanismos similares para activar la transcripcion de genes termogénicos
en los adipocitos pardos. Tomado de Harms y Seale, 2016 (16).
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La via de sefalizacion activada por NA requiére, unjumento en la concentracion de AMPc, lo que conduce a una
mayor actividad de la proteina cinasa A (PKA). Luego, la PKA prom,ueve\‘ la proteina de unién al elemento de
respuesta AMPc (CREB) y la proteina cinasa activada por mitégeno p38 (p38-MAPK), que luego inducen la
transcripcion de genes termogénicos como UCP17 (16). Otros activadores del TAP son péptidos natriuréticos que se
unen a su receptor de péptido natriurético (NPR) para incrementar la concentracion de monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) y activar la proteina cinasa G (PKG), que también provoca la transcripcién de genes termogénicos.
La PKG funciona en paralelo con la via adrenérgica de PKA para desencadenar la lipdlisis. Como resultado, hay una
liberacién de AGL, que es un sustrato disponible para la cadena respiratoria de manera que aumenta la actividad de
la proteina UCP1 (30). Por lo tanto, los activadores del TAP no solo inducen la transcripcién del gen UCP1 sino que

también proporcionan sustratos para la cadena de transporte de electrones.

La transcripcion de los genes termogénicos ocurre cuando la enzima ARN polimerasa se une al ADN. Esta union
depende de proteinas llamadas factores de transcripcion, los cuales se unen a ubicaciones especificas dentro de la
region promotora del gen UCP1T, llamados elementos de respuesta, para iniciar el proceso de la transcripcion. Existen
varios elementos de respuesta reportados en el promotor del gen UCP1: el elemento de respuesta tiroidea (TRE), el
elemento de respuesta PPAR (PPRE), el elemento de respuesta de acido retinoico (RARE) y el elemento de
respuesta AMPc (CRE) (Figura 6) (31).
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Figura 6. Elementos de respuesta en el promotor de UCP17. Diversos estimulos pueden activar a los elementos
de respuesta del promotor del gen UCP1: gl elemento de respuesta tiroidea (TRE), el elemento de respuesta PPAR
(PPRE), el elemento de respuesta de acido retinoico (RARE) y el elemento de respuesta AMPc (CRE). Tomado de
Vargas-Castillo A, 2017 (12).

La transcripcién de UCPT requiere coactivadores que se consideran criticos para este proceso, incluido el
coactivador del receptor-gamma activado por proliferador de peroxisomas 1 alfa (PGC1-a) y PRDM16, que
interactuan fisicamente con factores de transcripc'ién‘como PPARy vy Zip516 (32, 33). El PGC1-a es un coactivador
de PPARy que se requiere para comprometer Iés células a la termogénesis (34). De hecho, Puigserver et al.

demostraron que la expresién ectépica de PGC1 “aen depdsitos de TAB activa el programa de termogénesis (26).

&

El proceso de diferenciacién comparte algunos de los factores de tra;mscripcién que estan involucrados en la
transcripcion de genes termogénicos. Como se describié anteriormente, PPARy controla la expresion termogénica,
es un regulador central de la adipogénesis (35), y su expresién es necesaria para el mantenimiento del estado
diferenciado (36). El precursor de los adipocitos MYF5* inicia la diferenciacion con PPARYy, factor de compromiso
adipogénico, pero se necesitan algunas sefiales para facilitar un destino de adipocitos en lugar de un destino
muscular, como EHMT1, sarcoma de Ewing (EWS), C/EBP-B y ZFP516. El C/EBP-B se expresa temporalmente en
adipocitos durante la diferenciacién en las primeras etapas (32, 37). Los factores EHMT1 y EWS actian como
represores de los genes musculares, y EHMT1 actia como cofactor de PRDM16, otro factor de transcripcion
involucrado en la transcripcion del geh UCP1 (38-40). Ademas, se ha demostrado que PRDM16 reprime genes
musculares y también suprime la exp(esién de genes especificos de adipocitos blancos. Por lo tanto, el PRDM16
esta involucrado en la diferenciacion de adipocitos pardos. El PRDM16 actda como un factor corregulador que se
une a PGC1-o. o PPARy (40, 41). La.sirtuina 1 (Sirt1), de la familia de las sirtuinas, es responsable de la
desacetilacion de PPARy que permite la unién de PRDM16 a PPARYy (42) para iniciar el programa de diferenciacion

a adipocitos beige.




4. Los adipocitos blancos pueden diferenciarse a adipocitos beige/brite.

Los adipocitos pardos no son el Unico tipo de célula capaz de activar la termogénesis, algunos adipocitos blancos,
particularmente los que se localizan en el depdsito de grasa subcutanea, pueden diferenciarse en adipocitos beige
en respuesta a diversos estimulos (26). En 1984, Young derhostré por primera vez que la grasa blanca parametrial
de ratonas BALB/c contenia células de grasa “parda” cuando se exponian a un ambiente frio durante 4 semanas
(43). Afios mas tarde, Cinti y cols revelaron la presencia de unos adipocitos multiloculares contenidos en el tejido
adiposo blanco (TAB) de ratas tratadas con CL-316243, un agonista de los receptores B3-AR, que morfolégicamente
eran muy similares a los adipocitos pardos (44). Antes de acufiar el término de adipocito beige/brite, estos adipocitos
eran considerados como pardos y que generaban calor debido a la expresion de UCP1 (45). La teoria sobre los
adipocitos blancos que se conwerten en ad|p00|tos pardos volvié a surgir en el afio 2010, después de que en el 2009
se reporté el redescubrimiento del TAP funcional en adultos. Solamente que esta teoria cambid, y los términos beige
(46) y brite (47) aparecieron en las publicaciones como un tercer tipo de adipocito. En la actualidad, los términos
browning, britening y beiging se usan como sinénimos para descrlblr la diferenciacion de adipocitos blancos a
adipocitos beige cuando estan expuestos a diferentes .estimulos.

4.1 Diferenciacion de adipocitos beige/brite.

Existen dos teorias sobre el origen de los adipocitos beige/brite: |la diferenciacion de novo de las células progenitoras
residentes y la transdiferenciacion. La primera comienza con el compromiso de las células progenitoras con un
fenotipo de preadipocito beige. Se han descrito tres tipos de células progenitoras que contienen marcadores
especificos: células del musculo liso (MYH11*, SMA*), células murales (PDGFRB*, SMA*) y células progenitoras
Sca-1* (ScaPCs, Sca-1*/CD45/Mac1-) (48-50) (Figura 7).
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Figura 7. Diferenciacién de adlpomtos beige. Han surgido dos teorias para la diferenciacién de los adipocitos
beige: i} La diferenciacion de novo, en la que los adipocitos beige provienen de células progenitoras y ii) la
transdiferenciacion, cuando~provienen-de una célula madura, particularmente un adipocito blanco. Modificado de
Vargas-Castillo, 2017 (12).

La estimulaciéon adipogénica estimula a la proteina morfogenética de hueso 7 (BMP7) y al factor temprano 2 de
célula B (EBF2), que son factores criticos para el compromiso de las células progenitoras con los preadipocitos beige

(49, 51). Como se muestra en la Figura 7, diversos estimulos, como la exposicién al frio, el ejercicio, los péptidos
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natriuréticos, las hormonas tiroideas y los compuestos nutricionales como el resveratrol y la capsaicina, activan el
proceso de browning. Entre estos, el frio es el Gnico estimulo que se ha caracterizado bien, como se mencioné
anteriormente. Como resultado de los estimulos, la maquinaria transcripcional del programa de browning activa la
expresién de genes termogénicos caracteristicos como Ucp1, Prdm16 y Zfp516; Ademas, Pgct-a, que esta
involucrado en la biogénesis mitocondrial, también esta regulado al alza, lo que conduce a un fenotipo de adipocito
beige (52). Estos adipocitos se caracterizan por la presencia de marcadores especificos, como se describira a
continuacién.

La segunda teoria, llamada teoria de la trangdiferenciaoién, propone que las células maduras son la fuente de los
adipocitos beige. Esto fue respald’@do con la observacién de que el fenotipo beige inducido por el frio se revierte
después de 5 semanas de adaptacién a u;1 ;\mbiente calido. Por lo tanto, los adipocitos beige se convierten en
células con una morfologia y un patrén genético de células de adipocitos blancos. De manera interesante, algunas
dé estas células poseen la capacidad de someterse nuevamente al programa termogénico con estimulacion fria
adicional o bien, con el tratamiento de un agonista adrenérgico Bs (53). Estas células se denominan “adipocitos beige
durmientes” y se ha sugerido que cuando se activan, se desenmascara un fenotipo beige nuevamente (54). Esta
teoria esta respaldada por el trabaj‘o«wde Shao et al. que propone due la proteina de dedo de zinc 423 (ZFP423) es
un factor de transcripcién necesario para mantener el fenotipo de adipocito blanco y que su expresién se suprime
tras la exposicion al frio (55). La capacidad de transdiferenciacion depende en gran medida del entorno y la edad

del organismo en estudio (54).

5. Marcadores de adipocitos beige/brite; - -

En 2012, el grupo de Bruce Spiegelman deseubrio que los adipocitos beige expresaban marcadores genéticos
caracteristicos que los distinguian de los adipocitos pardos y blancos (56). Ademas, en el mismo afio, Kajimura et
al. propusieron marcadores adicionales ae adipocitos beige (57). Estudios recientes han demostrado otro grupo de
marcadores especificos§(47, 58). Todos los marcadores de adipocitos beige se muestran en la Tabla 1. Ademas, se

incluyeron marcadores selectivos para adipocitos pardos, blancos y marcadores compartidos tanto por los pardos

como los beige.

Tabla 1. Genes marcadores de los diferentes tipos de adipocitos.

Tipode  Gen Nombre

. : . . Referenci
adipocito marcador  completo 9la

Euncion biolégica

Separa la fosforilacién oxidativa de la

Uept Unr%?;lir;h?g / sintesis de ATP con energia disipada (56, 59)
P como calor, también conocida como la ’
fuga de protones mitocondriales
Peroxisome
proliferator- . o .
Pgcla activated receptor Co?ctlvad?r t.r,anscrlpmonal lrlwo_lucrado
amma en la regulacién de_genes re a(’:u_)nados (26)
gan ’ con el metabolismo energético
coactivator 1
alpha
. Coactivador transcripcional invelucrado
Pram16 PR Cjo.maln en la diferenciacion de adipocitos (60)
containing 16 pardos y beige




Tabla 1. Continuacion

Cidea Cell death- Activador de apoptosis por
inducing DFFA- fragmentacién de ADN; juega un papel 61)
like effector A en la termogénesis y la lipolisis
. Deiodinase e Lo .
| Dio2 . . Conversion de tiroxina (T4) a 3,37,5-
‘ lodothyronine triyodotironina (T3) (18)
‘ type 2
| Epithelial stromal Provoca la translocacion nu_clear del
Epstit interaction 1 . factor nuclear kappa B subunidad 1y la (62)
| activacién de genes diana
| = o L - . (47’ 58, 62, .
Zicl Zic family Factor de transcripcion de dedos de zinc 63)
.member 1 ‘ tipo C2H2 multifuncional ' -
Evat Eptthelleﬂ V~I;ke Parnclpacrén en las primeras fases de la (56, 64)
L antigen - organogenesis del timo \ T
Ebf3 EarlyB-cell factor Implicado en la diferenciacion de células (56)
o .3 B desarrollo 0se0 y neurogenpesis ~
Lhx8 S Factor de transcripcion del dedo de zmc . e
‘ ’ LIM hamaohod | doble rico en cisteina @ e
miR-206 . . . _ Inhibicion de los factores de -
MicroRNA 2{}6 transcnpclon musculares micgenina y {47, 58)
. MyoD en adipocitos marrones v
miR-133b MictoRNA 133b Ver miRNA-206 65. 66
RN ' Factor de transcripcion asociado a T-
Tbx1 T-box 1 box, involucrado en la regulacién de (57, 67)
procesos de desarrollo
i Tmem26 Transmgmbrane " Desconocido (56, 62)
protein 26
Tumor necrosis Expansion clonal, supervivencia y
Cd137 factor receptor desarrollo de células T, proliferacion de (56, 62)
superfamily, monocitos, induccién de un programa ’
member 9 ) Th1
Cbp/p300- . *
Cited1 tr;f;ig}/‘g% ‘. Goagtivador trgnscripcionlal y p|>uede .
with GIu/Asp -rich _ aesempenar un papel en fa (57)
pigmentacién de los melanocitos
> carboxy-terminal 2
domain, 1
Factor de transcripciéon de union al ADN
Short stature . o .
homeobox 2 que contiene un doml_r]lo de origen,
Shox2 implicado en la formacién de patrones (18, 58)
en especies de invertebrados y
vertebrados
Rroteina de unién al ADN que contiene
Hoxc9 Homeobox C9Y el dorr_1inio del hogar desempeﬁa un (47, 57, 58)
papel importante en la morfogénesis
en todos los organismos multicelulares
lep . . Hormona que regula la ingesta de ,
. :Lgpi!n \ ; alimentos y el gasto energético o
Hoxe8 homeoboxC8 Ver Hoxco (58)
i L Participa en interacciones epiteliales- .
| e mesenquimales en la morfogénesis (47, 58, 62)

factor21 renal y pulmonar

6. Inductores de browning y activadores de los adipocitos pardos.
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La lista de los agentes que inducen el browning o activan a los adipocitos pardos esta creciendo rapidamente.



Algunos inductores que se han reportado son fisioldgicos, como la estimulacién de noradrenalina por frio, las
hormonas tiroideas, la irisina, los acidos biliares, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de
crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21), las prostaglandinas y los péptidos natriuréticos. Otros estimulos son las
moléculas farmacolégicas, como los agonistas adrenérgicos B3, los agonistas de PPARy (TZD) y el antagonista de
cannabinoides rimonabant. Algunas moléculas contenidas en la dieta activan el browning, como el resveratrol, el
mentol, la capsaicina, el acido retinoico y los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) (12). Ademas, se ha descrito
que la composicion de la microbiota inducida por el frio activa el browning del tejido adiposo blanco y aumenta tanto
el gasto energético como la sensibilidad a la insulina (6§). En contraste, por un mecanismo desconocido, la ausencia
de la microbiota activa el proceso de browning en la grasa subcutanea (70). Finalmente, las condiciones de vida
como la caquexia asociada a un tﬁ[nor y Ia’s‘c\Juemaduras témbién pueden inducir el browning (Tabla 2).

e ow s

Tabla 2. Agentes/inductores fisiolégicos, farmacoldgicos y nutricionales Qe la grasa parda y del browning del tejido

LY

___ Mediador

adiposo blanco.

' Tipo de inductor _ Fuente __ Receptor ___Condicion Referencia
- Nervios Receptores "y
Noradrenalina ... simpaticos adrenérgicos Expofsrlicolon al (71)
- Macréfagos (€]. Bs-AR)
. Receptores orexina  Alimentacién
Orexina Cerebro (el OX12R) y vigilia (72)
Tal/ T3 N ” Receptor tiroideo Metabolismo
{Triyodotironina) Tiroides (TR-B) energético (73-75)
Vasos Receptor 2 VEGF C
VEGF sanguineos (VEGFR2) Angiogénesis (76)
. Musculo S
?
frisina esquelético ? Ejercicio (77, 78)
» Musculo Estimula subtipos (nféigché§
Meteorin-like esquelético y de células- . 0y (79)
B o . . . frio (tejido
~ tejido adiposo inmunolégicas .
. _ adiposo)
Fisiologico R -
? Acido B- .
: iy . Musculo C
aminoisobutirco esquelético ? Ejercicio (80)
(BAIBA) q
Péptidos . Exposicion al
natriuréticos Corazén NPR frio (81)
Higado Exposicion al
FGF-21 Tejido Adiposo FGF/B-Klotho frio (82)
Acidos biliares Higado Receptores TGR5 Postprandial (83, 84)
BMP7 ? BMPRII Desarrollo (85, 86)
BMP4 ? .7 Desarrollo (87)
BMPS8B ? BMPR Desarrollo (88)
Prostaglandinas . Exposicién al
(PG, PGE>) Adipocitos EP4 para PGE:2 frio (89, 90)
: Exposicién al
Microbiota Intestino ? frio (69, 70)
Deplecion
! Vejiga
Mirabegron, Sintético Agonistas ($3-AR superactiva (44, 91
. - ‘ CL316,243 (Mirabegron)
_ Farmacologico T erasi a
Tiazolidinedionas Sintético Agonistas PPARy antidiabética (42, 47)
Rimonabant Sintético Antagonista del Terapia (92)

receptor CB1

antiobesidad
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Tabla 2. Continuacién

. Preparacién
Mentol Origen vegetal TRPMS8 topica (93)

Capsaicina Chile TRPV1 Dieta (94)

Receptor a de
acido retinoico
(RARq) y receptor
retinoide (RXR)

Acido retinoico Vitamina A Dieta (95, 96)

Nutricional

. . GPR120 o
PUFAs Comida activacion de Dieta (97-99)
) TRPV1

: Activacién de
Resveratrol Uvas y bayas AMPKa1 Dieta (100)
. Incremento de-Sirt1

‘ La proteina
s s relacionada con la
hormona
paratiroidea .
Tumor derivada-del tumor Patolbgico (101, 102)
(PTHrP) vy la
interleucina 6 (IL6)
promueven el
browning.

Caquexia en el
. - cancer
Condicién de ‘
~ vida

ST "Liberacion de
catecolaminas de -
Quemaduras - las glandulas Patolégico (103)

; adrenales

7. Enfoque terapéutico: Obesidad.

Actualmente, la obesidad y la diabetes sé“c(\)‘nsiqéran enfermedades globales debido a su rapido crecimiento en todo
el mundo. En 2016, la Organizacién Mundial d‘é la Salud (OMS) reportd que mas de 1.900 millones de adultos tenian
sobrepeso y mas de 650 millones eran pbesos. En gz:-heral, aproximadarpen“té\ el 13% de la poblacién mundial adulta
(11% de los hombres y el 15% de las mujeres) presenta obesidad, y 150 millones de adultos tienen diabetes tipo 2,
que se asocia con la obesidad (104). La obesidad se define como la acumulacion anormal o excesiva de grasa que
presenta un riesgo para la salud (1 05). El aumento de la grasa visceral se asocia con un alto riesgo de enfermedades
metabdlicas. Sin embargo, se ha informado que el aumento de la grasa subcutanea en los muslos y las caderas no

ejerce un riesgo asociado con enfermedades metabdlicas (106).

Debido a la creciente tasa de obesidad y diabetes y los riesgos metabélicos asociados, como los altos niveles de
triglicéridos y colesterol en plasma, que imponen un riesgo de enfermedad cardiovascular (107), se estan explorando
nuevas alternativas, como el browning del tejido adiposo blanco, para contrarrestar el desequilibrio energético y de
esta manera, atenuar la obesidad (1 066). De hecho, Bartelt et al demostraron que, en un modelo de ratén, la induccién

del browning por exposicién al frio a corto plazo reducia drasticamente la hiperlipidemia y la resistencia a la insulina
(108). ~ “

8. El sistema renina-angiotensina.
El sistema renina angiotensina (SRA) es un regulador importante de la homeostasis de la presion arterial y el
equilibrio electrolitico (109). Actualmente, se han descrito dos brazos del sistema: el brazo clasico esta compuesto

por el péptido Angiotensina Il (Ang 1l), gue se une al receptor AT+ y ejerce efectos vasoconstrictores e hipertréficos,
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inflamacion y retencién de liquidos (110). El otro brazo estad compuesto por el heptapéptido Angiotensina-(1-7) [Ang-
(1-7)] que se une al receptor Mas y sus acciones contrarrestan los efectos del eje clasico Ang Il / AT+ (111-117)
(Figura 8).

E! SRA clasico esta bien descrifo y esta compuesto por varios elementos ubicados en diversos tejidos y en circulacién
sanguinea. El angiotensinégeno es principalmente liberado por el higado y en segundo lugar por el tejido adiposo.
El angiotensinégeno es el sustrato circulante sobre el cual actGa la renina, para generar angiotensina | (Ang 1)
(decapéptido). A su vez, la Ang | es el sustrato de la eﬁzima convertidora de angiotensina (ECA), que da lugar a la
Ang Il (octapéptido), principal efector del sis_tema que actia a través de los receptores AT1 para generar respuestas
presoras, troficas y proinﬂamatori"as. También puede activar al receptor ATz, el cual generalmente contrapone las
respuestas del receptor AT1. La Ahg Il es sustrato de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2), que genera
la Ang-(1-7) (heptapéptido). La Ang-{1-7) también puede ser sintetizadawa partir de Ang |, que por la accién de la
E€A2 forma Ang-(1-9) y mediante la ECA forma Ang-(1-7). Adicionalmvente, las endopeptidasas también forman
Ang-(1-7) a partir de la Ang ! (115) (F}igura 8).

RER NN ~
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Figura 8. Sistema renina angiotensina clasico -y alterno. En el sistema clasico, la renina escinde al
angiotensindégeno para producir angiotensina 1. Este péptido puede ser procesado por la ECA para formar
angiotensina ll, que a su vez puede unirse al receptor de Ang Il tipo 1 (AT1R) y AT2R. La Ang | fambién puede ser
escindida por ECA2 y neprilisina (NEP) para producir angiotensina-(1-9) y angiotensina-(1-7), respectivamente. La
angiotensina-(1-7) se une al receptor protooncogénico Mas (MasR) y reduce la presién arterial y la liberacién de
noradrenalina en roedores hipertensos. Ademas, la activacion de MasR aumenta la generacién de NO. Ang-(1-7)
también se puede formar a partir de la escisiéon de Ang |l por la ECA2. Modificado de Paz Ocaranza M, 2019 (118).

%

9. Evidencias del bloqueo de SRA como factor protector contra la obesidad.

Existe evidencia experimental y clinica gue apoya la idea de que la interrupcion del SRA, en varios niveles,
proporciona proteccion contra la obesidad y/o sus secuelas. Por ejemplo, ratones carentes de renina tienen una
menor produccion de los péptidos del SRA, tales como la Ang il y ademas estan protegidos contra la obesidad (119).
Ademas, los ratones KO de angiotensinégeno, receptor ATz o receptor AT+ también se encontraron protegidos de la
obesidad inducida por un dieta alta en grasa y manifestaban hipotrofia del tejido adiposo (120-122). El blogueo del

SRA mediante inhibidores de la ECA, con antagonistas del receptor AT1 y con el inhibidor de renina, previenen el
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incremento de la masa grasa (123-125). Se ha propuesto que la disminucién en la ganancia de peso se debe a la

Ang-(1-7), tal como se demostré en ratas Sprague Dawley con un tratamiento subcrénico de captopril (126).

10. El SRA local en el tejido adiposo.

El efecto del SRA sobre la obesidad probablemente esté relacionado con la existencia de un SRA local en el tejido
adiposo, ya que hay evidencia de la expresion de sus componentes en el tejido adiposo de humanos y roedores,
particularmente el angiotensinégeno, la renina, la ECA, ECA2, la Ang Il y la Ang-(1-7). También los receptores ATj,
AT2y el receptor Mas estan co-expresados en los adipbcitqs, lo cual implica que el SRA local esta involucrado en

las funciones que los regulan (127-129).

11. Evidencias del eje Ang-(1-7)/receptor Mas en Ia fisiologia del adipocito.

El eje Ang-(1-7)/receptor Mas parece tener un papel importante en la fisiologia del adipocito, debido a que los ratones
carentes del receptor Mas desarrollan un incremento en la masa grasa abdominal (~50%), una mayor expresion de
angiotensindgeno a partir del tejido adiposo y una disminucion en la sensibilidad a la insulina, lo cual sugiere que el
eje Ang-(1-7)/Mas participa en el metabolismo de lipidos y de la glucosa (130). Por otra parte, la sobreexpresion de
Ang-(1-7) confiere proteccion contra la obé;iaad en ratas (131, 132). También se ha demostrado que el tratamiento
oral con Ang-(1-7) previene la obesidad en ratas que recibieron una dieta alta en grasa (133). Los mecanismos gque
subyacen a estos efectos aun no estan claros; sin embargo, el browning del tejido adiposo blanco podra ser una

opcion.

12. Diferenciacién de adipocitos beige y-su relacién con el eje Ang-{1-7)/Receptor Mas.

Durante el desarrollo de obesidad, frecuentemente se asocia la hipertensién. Esta enfermedad se vincula con una
alteracion del SRA. Se ha descrito que hay un aumento de la angiotensina Il (Ang Il) y que conduce a la
vasoconstriccion (134). Un tratamiento ff;rmacolégico comun para la hipertension es el uso de inhibidores de la ECA,
como el captopril, para disminuir los niveles de Ang Il (135). Ademas, se ha reportado que existe un efecto benéfico
adicional al efecto antihipertensivo en varios modelos murinos; se presenta una disminucién moderada del peso
corporal y grasa corporal (123, 124, 126, 136, 137). Esta respuesta podria atribuirse a la Ang-(1-7) dado que los
inhibidores de la ECA aumentan su concentracién al prevenir su degradacién (115, 138). Recientemente se ha
reportado a través de estudios in vitro que la incubacion de adipocitos con Ang-(1-7) aumenta la expresion de PPARY,
el cual es uno de los principales factores que modulan la diferenciacién a células beige (117). Ademas, la Ang-(1-7)
en las células endoteliales aumenta la produccion de 6xido nitrico (ON) (113). Se ha reportado que el ON puede
actuar de manera autderina y paracrina para pro/moveF la biogénesis mitocondrial y activar al tejido adiposo pardo
(139) (Figura 9). De manera reciente, un estudio demostré que la Ang-(1-7) aumenta la expresién de la proteina
desacoplante 1 (UCP1) en el TAP, uh elemento clave del fenotipo termogénico (140). Sin embargo, hay pocas
pruebas de que el péptido Ang-(1-7) sea capaz de inducir el browning del tejido adiposo blanco. Es de gran interés
estudiar estrategias que promuevan el t;rowning dado que al aumentar la capacidad de gasto de energia, a su vez
puede prevenir el desarrollo de la obesidad y mejorar la sensibilidad a la insulina, como se demuestra en varios

modelos animales (141, 142).
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Figura 9. Evidencias que sugieren-la paﬁicipacién del eje Ang-(1-7)/Receptor Mas sobre el browning del tejido
adiposo blanco. PPARy: Receptores activados por proliferadores de peroxisomas gamma, ON: éxido nitrico, NOS:
sintasa de 6xido nitrico.
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2. JUSTIFICACION

Existe evidencia experimental de la relacién entre los adipocitos pardos y beige respecto a la obesidad. Los animales
con mayor cantidad de adipocitos pardos y beige son mas resistentes al desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2.
De manera opuesta, los animales con menos adipocitos pardos y carentes de receptores B-adrenérgicos son mas
susceptibles a desarrollar ambas enfermedades. El browning del tejido adiposo blanco podria ser utilizado como una
estrategia terapéutica que prevenga el desarrollo excesivo de adipocitos blancos y aumente la cantidad de adipocitos
beige. Por lo tanto, entender los mecanismos moléculares de diferenciacion a estas células conlleva a la
identificaciéon de nuevos blancos fgrmacolégicos para tratar la enfermedad metabdlica inducida por la obesidad y la
diabetes tipo 2, las cuales tienen d‘pa alta p‘re‘valencia a nivel nacional y mundial. Aprovechando la plasticidad de los
adipocitos beige y su capacidad Uhica paré?:é?’nbiér de fenotipo y funcién, se estudiara si el eje Ang-(1-7)/receptor
Mas induce el browning y por lo tanto incrementa la cantidad de adipocitovs beige.

LY

3. HIPOTESIS RN

La Ang-(1-7), via el receptor Mas, incrementara la cantidad de adipocitos beige en el tejido adiposo blanco
subcutaneo.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion del eje Ang-(1-7)/receptor Mas sobre la diferenciacion de adipocitos beige en un modelo
in vitro de adipocitos diferenciados a partir de la fraccién estromal vascular de la grasa blanca subcutanea, en

modelos in vivo de obesidad inducida por dieta en rata y ratén y en humanos con diferente indice de masa corporai.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar, a través de enséyos in vitro 'en cultivo primario de adipocitos de ratones Mas** y Mas™, el efecto
del captopril y la Ang-(1-7) sobre la diferenciacién de adipocitos beige mediante la cuantificacion de la

s expresion del ARNm de Ucp1, Thx1y Cited1.
2. Evaluar, a través de ensayos in vitro en cultivo primario de adipecitos de ratones Mas** y Mas™, el efecto

del captopril y la Ang-(1-7) §obré Ia‘adipogénesis, la abundancia mitocondrial y la respiracion mitocondrial.

3. Evaluar el efecto de un tratamiento agudo con captopril y con Ang-(1-7) sobre el browning del tejido adiposo

subcutaneo inguinal de los ratones Mas** y Mas-.

4. Evaluar él efecto de un tratamiento.crénico (1 mes) con captopril y con Ang-(1-7) sobre el peso corporal, la
ingesta de alimento, la composicion corporal, el gasto energético y la capacidad de hacer browning en un
modelo de obesidad inducido por dieta alta en grasa y sacarosa (HFSD) en ratones Mas** y Mas™".

5. Determinar el efecto de la sobreexpresion de Ang-(1-7) in vivo sobre el peso corporal, la ingesta de alimento,
la composicion corporal, el gasto energético y la capacidad de hacer browning en un modelo de obesidad
inducido por dieta alta en grasa y sacarosa (HFSD) en ratas transgénicas (TGR) y ratas silvestres (Sprague

Dawley).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ratones.

Todos los protocolos de animales descritos a continuacion fueron aprobados por el Comité de Animales del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciébn Salvador Zubiran (INCMNSZ), Ciudad de México, con los cédigos de
protocolo FNU-1379 y FNU-1811. Los ratones machos ‘C57BL/6 (Mas**) y los ratones machos Knockout Mas (Mas-
) de 8 semanas de edad se alojaron en jaulas (n=5) y se mantuvieron con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h a 22-
24 °C durante todos los experimentos. ’ ) .
Para los experimentos de tratamiento agudp, los ratones fueron tratados con.5 mg/kg de captopril en el agua de
beber durante 24 h, 48 h, 72 h y 7 dias. Poéteriormen’te, se sacrificaron y se exirajo el tejido adiposo subcutaneo
inguinal (TAS-i) para el analisis de rexpresic';“r; géniéa mediante qPCR. Para el tratamiento agudo con Ang-(1-7), los
ratones fueron asignados aleatoriamente a una dieta de crecimiento siguiendo las recomendaciones del American
Institute of Nutrition (AIN-93) que es la dieta control (143) o una dieta alta en grasas y sacarosa (Tabla 3) durante
16 semanas. Luego, se administr6 una dosis de 300 ng/kg*min de Ang~(1-7) a los ratones delgados y 600 ng/kg*min
de Ang-(1-7) a los ratones obesos, o bien, se ad[ninistré el vehiculo (solucién salina) durante 3 dias. Los ratones se
anestesiaron con sevoflurano, y poStériorh;Hte se realizé una cirdgia en la cual se implantaron bombas osméticas
Alzet modelo 1003D (Alzet, California) en el &rea dorsal. Durante los 3 dias de tratamiento, el consumo de oxigeno
se midié mediante calorimetria indirecta. . -

Para los experimentos cronicos, los ratones fueron asignados a una dieta de crecimiento AIN-93 (dieta control) o
una dieta alta en grasas y sacarosa (Tabla 3) durante 20 semanas. Durante el tltimo mes, los ratones fueron tratados
con 5 mg/kg de captopril o su vehiculo (agua)o con 600 ng/kg*min de Ang-(1-7) o su vehiculo (solucion salina). Para
los experimentos crénicos de Ang-(1-7) se utilizaron bombas osméticas Alzet modelo 1004 (Alzet, California). La
composicion corporal y la calorimetria indirecta se evaluaron antes y después del periodo de tratamiento. Los ratones
siempre tuvieron acceso libre a sus dietag experimentales y se pesaron todas las semanas. Los ratones Mas™ fueron
obtenidos a partir de una colaboracién con el laboratorio del Dr. Michael Bader del Max Delbriick Center for Molecular
Medicine en Berlin, Alemania. L.os ratones se desarrollaron segun se describié previamente (130). Las secuencias

de los primers que se utilizaron para genotipificar a los ratones Mas-- se encuentran en la Tabla 4.

6.2 Ratas.

Para los experimentos con ratas, las ratas macho Sprague-Dawley (wild-type) de 6 semanas de edad y las ratas

]

macho transgénicas que sobreexpresan Ang-(1-7) (TGR(A1-7)3292) se aldjaron individualmente y se mantuvieron
en las mismas condiciones que los ratones. Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a una dieta de crecimiento
AIN-93 (control) (143) o una dieta alta en grasas y sacarosa (Tabla 3) durante 20 semanas. La composicién corporal
y la calorimetria indirecta se evaluaron-al final del periodo de induccién de obesidad.

Para los experimentos de exposicion al frio, las ratas Sprague-Dawley y las ratas transgénicas de 6 a 7 semanas de
edad fueron expuestas a un ar;biente frio (4 °C) durante 3 h, 24 hy 72 h. Las ratas expuestas a temperatura ambiente
(24 °C) se usaron como controles para normalizar los datos del qPCR. Las ratas transgénicas que sobreexpresan
Ang-(1-7) (TGR(A1-7)3292) fueron obtenidas, al igual que los ratones Mas” a partir de una colaboracién con el
laboratorio del Dr. Michael Bader del Max Delbriick Center for Molgcular Medicine en Berlin, Alemania. Las ratas se

desarrollaron segin se describié previamente (144). Las secuencias de los primers que se utilizaron para
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genotipificar a las ratas TGR se encuentran en la Tabla 4.

Tabla 3. Composicién de las dietas para roedores basadas en las recomendaciones del Instituto Americano para la

Nutricion, la dieta control AIN-93 para crecimiento (AIN-93 () y la dieta alta en grasa y sacarosa (HFSD).
Ingredientes ~ AIN93G HFSD para HFSD para

, (%)
~ LCisteina '
Bifartrato de colina
Mezcia de vitaminas
. Fibra
Mezclademinerales 3, . 35
Aceite de soya 3.1
N , __ Almidon . -9 24.75
Maltodextrina 11.4 10.5
Sacarosa 10 ol 4.7
Caseina 20 24 24
Manteca 0 21.88 19
TBHQ .-0.0014 0.00133 0.0014
. TOTAL o 99.99 10073 100.0:
. *A las ratas se les adiciona 10%de sacarosa en el agua de bebida ad libitum
-~ TBHQ: Tert-butilhidroquinona

Tabla 4. Secuencias de los oligor;ucleétidos utilizados para genotipificar a los ratones Mas™ y a las ratas
tranégénicas.
__ Animal . Secuencia (5' — 3)
. Transgénico ‘ . . ‘

Ratones Mas*  F: GGCAGCGCGGCTATCGTGG
R: AGCCGTTGCCCTCCTGGCGCLCTGGG
F: GGACCAAGCCTGGCCATGTCE
R: CATCACCCATCGAGAGAA‘CC

Ratas TGR

6.3 Cultivo celular de adipocitos diferenciados a partir de la fraccién estromal vascular del TAS-inguinal de
ratones. }

Se aisld la fraccion estromal\vascular del tejido adiposo subcutaneo inguinal de ratones C57BL/6 (Mas**) y ratones
Mas Knock out (Mas™). El tejido ingJinaI se disecd y se digirié6 con colagenasa Tipo IV al 0,05% (Gibco® Life
Technologies, Grand Island, NY) durante 45 minutos a 37 °C. Luego, las células digeridas se centrifugaron a 1500
xg durante 15 minutos, y el botdn celular se lavé dos veces con BMEM F12 (Gibco® Life Technologies, Grand Island,
NY). Las células se sembraron en placas de 6 pozos con DMEM“F12 suplementado con suero fetal bovino al 10% y

antibiotico/antimicoético al 1% (penicilina/estreptomicina/anfotericina) (medio completo) a 37 °C en una incubadora
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con COz al 5%. Al alcanzar el 75% de confluencia, se cambié el medio y dos dias después (dia 1), las células se
expusieron a medio de induccién que contenia dexametasona 5 uM, insulina 1 uM e isobutilmetilxantina 0,5 mM en
medio completo durante 72 h. Luego, el medio de induccion se reémplazé con el medio de mantenimiento que
contenia insulina 1 pM en medio completo y posteriormente se cambié cada 48 h hasta el dia 10. El captopril (31.6
uM) o la Ang-(1-7) (1 pM) o la triyodotironina (T3) (1 nM) + pioglitazona (0,5 uM), un control positivo de browning, se
agregaron durante la fase de mantenimiento hasta el'dia 10. Finalmente, los adipocitos derivados de la fraccién
estromal vascular se procesaron para-la tincién con rojo oleoso, acumulacién de lipidos, tincion de MitoTracker y
extraccion de ARN para posteriormente hacer el RT-I'DCR‘ y por ultimo el andlisis por PCR en tiempo real para

cuantificar la expresién de los marcadores selectivos de adipocitos beige.

6.4 Tincién de lipidos de los adipocitos con rojo oleoso.

Los adipocitos de la fraccion estromal vascular se lavaron con PBS y se fijaron durante 60 minutos utilizando un
fijmdor de formol-calcio al 10% (1 g de CaClz, 25 ml de paraformaldehido al 16% (4% final) y 75 ml de agua destilada).
Las células se lavaron dos veces con PBS 1x y breveménte con etanol al 70%. Las células se incubaron durante 5
minutos con la solucién de rojo oleosé (2 g en 50 ml de etanol al 70% y 50 ml de acetona) y se lavaron con etanol al
70%. Posteriormente, las células se Ia§/a$'f£>n \con agua corriente antes de visualizarlas con un microscopio.
Finalmente, se extrajeron los lipidos de las células con alcohol isopropilico al 100% y se midié a 520 nm en un
espectrofotémetro. Los valores se expresaron como %.de cambio con respecto al control. Los experimentos fueron

realizados por triplicado.

6.5 Tincién de mitocondrias a través de MitoTracker.

Las celulas se lavaron con PBS 1x y luego se afiadié una solucién de tincion precalentada (37 °C) que contenia la
sonda MitoTracker® Red CMXRos 100 nM (Invitroger-Cat. No. M7512, MA.) durante 30 minutos a 37 °C. Luego, la
solucion de tincién se reemplazé con medio recién precalentado y finalmente, las células se observaron mediante
un microscopio de fluorescencia. Los experimentos fueron realizados por triplicado. El analisis de la intensidad de

fluorescencia se realizé con ImageJ (Version 1.14, NIH, Bethesda, MD).

6.6 Evaluacién de la respiracién mitocondrial mediante el analizador Seahorse.

Los preadipocitos de la fraccidén estromal vascular deIv tejido adiposo inguinal de ratones C57BL/6 Mas** y ratones
Mas™ se diferenciaron a adipocitos en placas de 6 pozos utilizando el coctel descrito anteriormente. En el dia 5 de
diferenciacion, las células se resembraron en las placas de 96 pozos espebializadas para la posterior medicion en
el analizador Seahorse XFe96 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA.) (15,000 células/pozo) y se mantuvieron en
un medio de diferenciacion por 2 dias y posteriormente se cambié a medio de maduraciéon (DMEM F12 e insulina 1
pM) durante 5 dias mas. La respiraciéon mitocondrial de los adipocitos derivados de la fraccion estromal vascular se
determiné mediante el kit de MitoStress (Agilent Technologies, Santa Clara, CA.). Antes del experimento, las células
se lavaron y se mantuvieron d\urante 1 h' en una incubadora sin CO2 en medio basal XF suplementado con glucosa
11 mM, piruvato 1 mM y glutamina 2 mM. Segun el protocolo, los adipocitos derivados de la fraccién estromal
vascular se trataron durante 1 h con Ang-(1-7) 1 uM antes de inyectarse con oligomicina 2 uM, cianuro de carbonilo-
p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) 1 pM y rotenona/antimicina A 1 uM. Para los experimentos de tratamiento

cronico, se sembraron adipocitos derivados de la fraccion estromal vascular en placas de 24 pozos especiales para
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el equipo Seahorse XFe24 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA.) (13.500 células/pozo) y se diferenciaron a
adipocitos durante 10 dias siguiendo el protocolo convencional como en las placas de 6 pozos. Los adipocitos
derivados de la fraccion estromal vascular se trataron con captopril 31.6 uM o Ang-(1-7) 1 UM o con sus respectivos
vehiculos, agua y solucion salina, durante la fase de maduracion. Luego, las células se lavaron y se mantuvieron en
una incubadora sin CO2 con el medio basal XF descrito anteriormente. Posteriormente, se evalué la respiracion
mitocondrial utilizando el kit MitoStress (Agilent Technologies, Santa Clara, CA.) como se describio arriba. Las
mediciones de la tasa de consumo de-oxigeno (OCR) se obtuvieron y analizaron siguiendo las recomendaciones del

fabricante (Seahorse Bioscience, Santa Clara, CA.). Los experimentos fueron realizados por triplicado.

6.7 Evaluacion de la composici’én corp’drél en los modelos de rata y ratén.

Con el objetivo de evaluar la combosicién Eo‘ﬁrborél de cada animal, se determiné el porcentaje de masa magra y de
masa grasa al inicio y al final de los tratamientos utilizando el equipo de resonancia magnétiea nuclear (EchoMR!,
Echo Medical Systems, Houston, TX). El escaneo se realizd colocando:a los animales en un cilindro de piastico de
paredes delgadas que limitaba el movimiento del animal. En el cilindro, los animales fueron sometidos brevemente
a un campo electromagnético de baja intensidad (0.05 Tesla) durante 2 min.

6.8 Estudios de gasto energético en los modelos de rata y raton.

Para los experimentos agudos de 3 dias de tratamiento con Ang-(1-7), los ratones se colocaron en el calorimetro y
se registré el volumen de consumo de oxigeno (VO2) y la produccién de CO2 durante los 3 dias de tratamiento. Para
los experimentos cronicos de tratamiento con captopril o Ang-(1-7) en ratones y los experimentos en ratas, las
mediciones se régistraron antes y después del periodo de tratamiento. Todas las mediciones metabdlicas se
obtuvieron utilizando un Sistema Integral de Monitoreo de Animales de Laboratorio (CLAMS, Columbus Instruments,
OH), que es un sistema.de calorimetria indirecta de.circuito abierto. El aire de la muestra se paso a través de un
sensor de Oz para determinar el contenido de este gas. Se determinaron asi el VO2 y el VCO2. Los andlisis se

realizaron con el software CLAX suministrado por el fabricante. Para el andlisis de calorimetria, los animales se

'alojaron individualmente y se mantuvieron a 22-24 °C bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 h/12 h. La comida estaba

disponible de 19:00 h a 7:00 h, y el agua estaba disponible ad libitum. Todos los animales fueron aclimatados a las
jaulas de monitoreo durante 12 h antes del comienzo del registro continuo de 24 h. Los resultados se muestran como
el promedio de los ciclos de luz de 12 h (7:00 a 19:00) y los ciclos de oscuridad de 12 h (19:00 a 7:00) para las
Ultimas 24 h del estudio. '

6.9 Prueba de tolerancia a la glucosa intrapgritonéal en los mode]os de rata y ratén.

Se realizé una curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (CTG-ip) fue realizada en los ratones tratados
cronicamente con Ang-(1-7) y en las ratas. Los animales se dejaron en ayuno durante 8 h antes de la prueba. La
CTG-ip inici6 mediante una inyeccién intraperitoneal de 2 g/kg de peso corporal de glucosa. Se obtuvieron muestras
de sangre a partir de la coIa,\previamethe puncionada con una aguja de bajo calibre, antes de la inyeccién de glucosa
y durante los tiempos 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la inyeccion intraperitoneal. La glucosa se midié

mediante tiras de glucosa a través de un glucometro FreeStyle Optium (Abbott, Chicago, IL).
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6.10 Prueba de resistencia al frio en los ratones y las ratas.

Los ratones tratados con captopril durante el tratamiento crénico fueron expuestos a un ambiente frio (4 °C) durante
seis horas. La temperatura corporal durante la exposicion al frio se evalué cada hora durante 6 horas utilizando una
sonda de temperatura rectal para ratdn (Microtherma 2, Thermoworks, American Fork, UT). Para el experimento con
ratas, se utilizé una sonda de temperatura rectal para rata (Microtherma 2, Thermoworks, American Fork, UT) con la
finalidad de medir la temperatura corporal cada hora durante 8 h. Ademas, las ratas fueron expuestas al frio durante
diferentes periodos: 3, 24 y 72 h. Antes del experimento, todos los animales habian sido alojados a temperatura
ambiente de 22-24°C. o B .

6.11 Aislamiento de las muestras de sangre y tejidos.

En el dGltimo dia de tratamiento, los animales fueron sacrificados después de 8 h de ayuno. La sangre se recogié en

tubos que contenian heparina y se centrifugé a 1,000 xg durante 10 mln,. Tanto para ratones eomo para ratas, se

reeolecto el tejido adiposo blanco subcutaneo inguinal (TAS-i) y tejido adiposo pardo interescapular (TAP-i). El tejido
adiposo blanco anterior subcuténeo (TAB-as) también se recogié de las ratas. Todos los tejidos se aislaron
rapidamente y se congelaron mmed:atamepte en nitrégeno y luego se almacenaron a -70 °C hasta la extraccién de
ARN o proteina. Ademas, se recogié Una rﬁuéstra de cada deposﬁo adiposo y se almacend en formalina al 10% para
el andlisis histolégico o de inmunofluorescencia.

6.12 Cuantificacion de Angiotensina-(1-7) mediante electroforesis capilar.

La Ang-(1-7) se cuantifico en suero o plasma mediante electroforesis capilar a través de la detecciéon UV por una
matriz de diodos. Las muestras se desproteinizaron con metanol frio (relacién 10:1 )y luego con acido tricloroacético
frio al 20% (relacion 10:1). Luego, las muestras se centrifugaron a 16,000 xg durante 15 min a 10 °C y se filtraron
con una membrana de nitrocelulosa de 0.22 pm. Posteriormente, con una dilucién 1:10 de hidréxido de sodio frio 0.1
M, las muestras se inyectaron a través de un cartucho clasico Sep-Pak C18 (Waters, Milford, MA) y se analizaron
directamente con el sistema Beckman Coulter P/ACETM MDQ (Urbana, IL). Las muestras se inyectaron bajo presion
hidrodinamica a 0.5 psi/ 10 s. El capilar se lavé entre cada medicién con hidréxido de sodio 1,0 M durante 2 min y
agua desionizada durante 2 min. Los resultados se expresaron en pmol/mi. La conéentracién de Ang-(1-7) se
determiné utilizando una curva estandar (145).

6.13 Cuantificacién de éxido nitrico en el tejido adivposo inguinal,

Los metabolitos de oxido nitrico se cuantificaron a partir del homogeqneiz‘ado del TAS-i de ratones mediante un
ensayo espectrofotométrico (Cary 4000, Varian Inc., Auétralia), midiendo las absorbancias a 572 nm y 587 nm (AAbs
= Abss72nm=-AbSssrnm), cOmo se describio anteriormente (146, 147).

6.14 Evaluaciéon de la expreswn de genes mediante PCR en tiempo real.

El ARN total se extrajo de Ios adlpOCltos derivados de la fraccion estromal vascular del tejido adiposo subcutaneo
inguinal (TAS-i) o del tejido adiposo pardo interescapular (TAP-i) de ratones, también se aislé el TAS-i, TAP-i y el
depdsito de tejido adiposo blanco anterior subcutaneo (TAB-as) de las ratas con el reactivo TRIzol siguiendo las
instrucciones del fabricante (Thermofisher Cientifico, Waltham, MA). EI ARN (3000 ng) se convirti6 en ADNc

mediante la reaccion de transcripcion reversa: el volumen final de 22 pl contenia una mezcla de buffer de primera
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cadena (5X), Oligo dT (100 ng/ul), mezcla de dNTP (2 mM), ditiotreitol (DTT) (0.1 M), inhibidor de ribonucleasa y
transcriptasa inversa M-MLV (200 U/uL). La mezcla se incubé 60 min a 42 °C seguido de 15 min a 90 °C.
Posteriormente, las muestras de ADNc (16 ng/pl) se sometieron a una reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real (qPCR) para evaluar la expresion de Ucp1, Pgct-a, Prdm16, Ppary, Tmem26, Tbx1y
Cited1 utilizando SYBR Green (Roche, Pleasanton, CA). El 36b4 se us6 como control invariante. La cantidad relativa
de cada ARNm se calculé utilizando el método comparativo de CT. Los primers forward y reverse correspondientes
utilizados a una concentracion final de 1 uM para ratones estan en la Tabla 5, y para las ratas en la Tabla 6.

6.15 Analisis de la expresion proteica por Western blot.

La proteina total se extrajo del TAS-i de r'at\ones C57BL6 Mas™* y ratones Mas™, con un buffer de lisis (Tris 50 mM
(pH 7,4), KCI 150 mM, EDTA 1 mIM, NP-40 al 1% y sodio 1 mM butirato) mezclado con un céctel de inhibidores de
proteasas (Roche, Pleasanton, CA). Se usé un ensayo de Lowry para qeterminar la concentracion de proteina. Se
¢argaron 20 microgramos de proteina, se separaron en un gel SDS-PAG”E al 10% y se transfirieron a una membrana
de difluoruro de polivinilideno (PVDF) Immobilon-P (Millipore Sigma, Burlington, MA). Las incubaciones de blogueo
se realizaron en leche sin grasa al 5% (Bip-Rad,\_Hercules, CA). Las membranas se incubaron con anticuerpos contra
PPARYy (1:5000, sc-271392, Dallas TX'),*'LJCP1 (1:1000, ab10983, Cambridge, UK) o B-actina (1:2000, sc-1615,
Dallas, TX) diluido en TBS con 1% de leche descremada y 0.1% Tween 20. Las proteinas de interés se detectaron
con un anticuerpo lgG anti-ratdén de cabra conjugado con HRP (1:20000, sc-2005, Dallas, TX), o con un anticuerpo
IgG anti-cabra de conejo (1:3500, sc-2768, Dallas, TX) o con un anticuerpo IgG anti-conejo de cabra (1:3500, cat
111-035-003, West Grove, PA) diluido en TBS con 1% de leche descremada y 0.1% de Tween 20. Se utilizaron
reactivos de deteccién de quimioluminiscencia rhejorada (Amersham Biosciences, Little Chalfont, RU) y un sistema
de imagenes ChemiDoc MP (Bio-Rad, Hercules, CA) para determinar los niveles de proteina. El software ImagedJ

(National Institutes of Health) se utilizé para el analisis de densitometria de-3-ensayos.

&
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Tabla 5. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para el gPCR en ratén.
‘ __Tm (°C)
F: CTTTGCCTCACTCAGGATTGG ' 64

Gen ; Secuencia (5' — 3)

Ucp1
R: ACTGCCACACCTCCAGTCATT
Pgcta F: AAGTGTGGAACTCTCTGGAACTG 64
R: GGGTTATCTTGGTTGGCTTTATG
Prdm16 F: AGGCCCCTGTCTACATTCCT 64
R: TCTCCTGGGATGACACCTCT .
Tmem26  F: GCTCACCCTCAAGTTCAAGC ; 64
© RCTCTGGCCAGCTCAAGGATA .
Thx1 ' F: TGAGGAGACACGCTTCACTG 64
R: CTGCAGCGTCTTTGTCTGAG
. Cited! F:TCGAGGCCTGCACTTGAT 64
R: AGCTAGTGGGAACTCCGTTG
36b4 F: AGATTCGGGATATGCTGTTGG 64

'Rt AAAGCCTGGAAGAAGGAGGTC
Ucp1: Uncoupling protein 1; Pgc1a: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1a; Prdm16: PR domain containing 16; Tmem26: Transmembrane protein
26; Tbx1: T-box 1; Cited1: Cbp/p300-interacting transactivator 1; Tm: primer mélting

temperature

Tabla 6. Secuencia de oligonucleétidos utilizados parael gPCR en rata.
1 - ‘ . Tm(C)
F: GCCTCTACGATACGGTCCAA 64

Gen o _ Secuencia(5' - 3)
Ucp1

R: TGCATTCTGACCTTCACCAC
Ppary F: TGTGGACCTCTCTGTGATGG 64
R: GGACGCAGGCTCTACTTTGA
Tmem26 F: TCGGGAATCGTTGTGGTGT 64
R: TCAAAGCCACAAGCCGGTA
36b4 F: CGACCTGGAAGTCCAACTAC . 64

R: ATCTGCTGCATCTGCTTG
Ucp1: Uncoupling protein 1; Ppary: Peroxisome proﬁférator-activated receptor gamma;
Tmem26: Transmembrane protein 26, Tm: primer melting temperature

~

=

6.16 Estudio histolégico y de inmunofluorescencia en tejidos adiposos.
Para evaluar la morfologia y el tamafio de los adipocitos, los tejidos adiposos subcuténeos se fijaron durante la noche
en formalina al 10%. Los tejidos se deshidrataron con alcohol, se aclararon en xilenos y se embebieron en parafina.

Los tejidos se seccionaron (4 um) y se tifieron con hematoxilina y eosina. Las éreas de adipocitos se determinaron
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usando el software de analisis de imagen Adiposoft cuantificando el area de adipocitos de 6 regiones de 4 animales

por grupo de estudio.

Para evaluar la abundancia de UCP1 en el tejido adiposo blanco termogénico transitorio, el tejido adiposo pardo
interescapular y el tejido adiposo subcutaneo inguinal se seccionaron tejidos embebidos en parafina (4 pm) y se
montaron en portaobjetos con carga positiva (Kling=On HIER Toboganes, Biocare medical, Pacheco, CA). Las
secciones se hidrataron y se sometieron a recuperacion de antigeno enzimatico durante 1.5 min (reactivo de
recuperacion de antigeno enzimatico IHC, Enzo, Farrﬁingdale, NY), se bloquearon a temperatura ambiente durante
1 h en sniper de fondo (Biocare medical, Pacheco, CA), se lavaron 3 veces en PBS-T (Tween-20 al 0.1%) y se
incubaron durante la noche con L"Jn anticuérbo policlonal de conejo contra UCP1 (1:100, ab155117, Cambridge, UK).
Después de lavar con PBS-T, Ias%seccionég se incubaron con anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 488
de cabra anti-conejo (1:1000, ab150077, Cambridge, UK) en diluyente de anticuerpo (ab64211, Cambridge, UK)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las secciones se montaron con un medio de montaje acuoso (ProLong Gold
Antifade Mountant, Thermo Fisher Scientific, Waltham; MA) y se visualizaron mediante un microscopio Leica. Las
imagenes fueron capturadas con un>a cémara digital Leica y procesadas con el software ImageJ (NIH).

Para la visualizacion histolégica de mucopolisacaridos acidos en el tejido adiposo blanco termogénico transitorio, la
tincién de hierro coloidal de Hale se realizé segun lo descrito por Gasic y Berwick (148). Las secciones se
desparafinaron, se hidrataron en agua destilada y se enjuagaron en una solucion de acido acético al 12%. Los
portaobjetos se colocaron luego en una solucién de‘hierro coloidal de Muller (pH 1.1) durante 30 min, se enjuagaron
en una solucion de acido acético al 12%.y se tifieron durante 20 min en una mezcla fresca de acido clorhidrico al 2%
y ferrocianuro de potasio al 2%. Los portaobjetos se enjuagaron 3 veces en agua destilada, se deshidrataron en
soluciones de alcohol, se aclararon en xilenos y se montaron con resina sintética. Los mucopolisacaridos acidos se

e

tifien de azul.

6.17 Analisis estadistico.

Los resultados se presentan como las medias + el error esténdar de la media (EEM). Se usé una prueba t no pareada
para para comparar las diferencias entre dos grupos diferentes y una prueba de t pareada cuando se comparaba
dos mediciones en un solo grupo de estudio. El analisis de més de dos grupos se realizé6 mediante ANOVA de una
via seguido de una prueba de Dunnett para determ}nar la significancia al comparar con un control o la prueba de
Tukey al comparar todos los grupos. Cuando dos factores tuvieron inﬂgendia en el experimento, se realizé un analisis
ANOVA de dos vias y cuando se realizaron diferentes medidas en los mismos sujetos, se seleccioné el analisis
ANOVA de medidas repetidas.

Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de p fue menor a 0.05 (p<0.05). Los datos se analizaron

utilizando el programa GraphPad Prism (San Diego, CA).

.
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7. RESULTADOS

a) Estudios in vitro

7.1 El captopril induce la expresion de Ucp?y Thx1 en células derivadas de la fraccién estromal vascular del
tejido adiposo inguinal. ‘ v

Se ha demostrado que los adipocitos son una fuente de todos los componentes del SRA (149, 150) y que el captopril,
uninhibidor de la ECA (iECA), puede aumentar las concentraciones de Ang=(1-7) (115, 138). Como potencial inductor
de browning, primero se explor6 si el captopril podia inducir la expresion de genes termogénicos y marcadores de
adipocitos beige in vitro. Con estérobjetivd,wsg)trataron' durante 7 dias con captopril los adipocitos diferenciados de
la fraccion estromal vascular del tejido adiposo blanco inguinal de ratones Mas**. Para saber si el receptor Mas esta
involucrado, también se diferenciaron los adipocitos de los ratones Mas™ (Figura 10A). El captopril aumenté
sig‘;nificativamente la abundancia del ARNm de Ucp1 (Figyra 1OB), asi como Thx17 (Figura 10C) en adipocitos Mas**,
mientras que los adipocitos Mas™ no.respondieron al déptopril (Figuras 10B-C), confirmando que el receptor Mas
es necesario para esta respuesta. Ademas, se observé que las células Mas** mostraron una mayor adipogénesis
cuando se incubaron con captopril, éégdn la tincién de lipidos con el rojo oleoso, en comparacion con las células
incubadas con el vehiculo (agua). De manera interesante, hubo muy poca adipogénesis inducida por captopril en las
células Mas™ de la fraccién estromal vascular (Figura 10D5. Ademas, se observé que el captopril aumento la
abundancia de las mitocondrias, debido a que la tincion de MitoTracker mostré que los adipocitos Mas** tenian una

sefial mas fuerte en comparacion con los adipocitos Mas”, que mostraban una sefial débil (Figura 10E).
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26




Posteriormente, se evalué si el aumento en los marcadores de browning asi como su contenido mitocondrial en los
adipocitos Mas** se asociaba con un aumento en su capacidad oxidativa mitocondrial. Para este proposito, se midi6
la respiracién mitocondrial de los adipocitos Mas** y Mas- con un analizador de flujo para evaluar el consumo basal
de oxigeno, la fuga de protones después de la adicion de oligomicina, la respiracion maxima después de la inyeccién
del desacoplante FCCP y la capacidad respiratoria de reserva. Los resultados mostraron que el tratamiento durante
7 dias con captopril aumenté la respiracion maxima y-la capacidad respiratoria de reserva en los adipocitos Mas*",
mientras que este efecto estuvo ausente en los adipocitos Mas™ (Figuras 11A-B). Los resultados sugieren que el
captopril ejerce sus efectos al aumentar la expresién de Ucp? y marcadores beige, induciendo adipogénesis,

contribuyendo a la abundancia mitocondrial y mejorando la capacidad oxidativa mitocondrial a través del receptor

Mas.
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Figura 11. El captopril aumenta la respiracion mitocondrial en cultivo primario de adipocitos-derivados de la
fraccion estromal vascular. A) Efecto del captopril (31.6 pM) sobre la respiracién mitocondrial de los adipocitos
Mas*™ y en los B} adipocitos Mas*. OCR: tasa de corisumo de oxigeno. Los datos representan la media + E.E. Los
analisis estadisticos se realizaron mediante una prueba de t no pareada (para A y B), *p<0.05, n=3.

7.2 L.a Ang-(1-7) induce Ia\expresiég de Ucp1 y marcadores de adipocitos beige en células derivadas de la
fraccion estromal vascular del tejido adiposo inguinal.

Se ha reportado que el captopril aumenta la concentracion del péptido Ang-(1-7) debido a la inhibicién de la ECA
(151) y que este péptido es el ligando enddgeno del receptor Mas (109). Por lo tanto, se evalué si la Ang-(1-7) era
responsable de efectos similares a los observados con el captopril. Los resultados mostraron que la incubacién con

Ang-(1-7) en adipocitos derivados de la fraccion estromal vascular (Figura 12A) aumenté la expresién del ARNm de
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Ucp1, Tbx1y Cited? (Figura 12B). Similar al captopril, la falta del receptor Mas inhibi6 el efecto de la Ang-(1-7) sobre
la expresion de Ucp?, Tbx1y Cited1 (Figura 12C). Ademas, el tratamiento con Ang-(1-7) aumento la adipogénesis
en las células Mas** como indica la tincién de rojo oleoso en comparacién con las células Mas™ (Figura 12D).
Asimismo, la Ang-(1-7) incrementé la abundancia mitocondrial en los adipocitos Mas** en comparacién con los
adipocitos Mas™- (Figura 12E).
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Figura 12. La Ang-(1-7) induce la diferenciacién de adipocitos beige en cultivo primario de adipocitos-
derivados de la fraccién estromal vascular. A) Protocolo de diferenciacion a adipocitos. B) Analisis de la expresién
del ARNm de Ucp?, Tbx1y Cited? en adipocitos Mas** y C) adipocitos Mas”- después del tratamiento con 1 pM de
Ang-(1-7). El vehiculo es solucion salina. D) Imagenes microscépicas de adipocitos Mas** y Mas™ tefiidos con rojo
oleoso (4x) y E) con MitoTracker después del tratamiento con 1 pM de Ang-(1-7) (10x), porcentaje de intensidad de

fluorescencia normalizado con el vehiculo. Los dates representan la media. + E.E. Los andlisis estadisticos se
realizaron mediante una prueba de t no pareada (para B, C, D y E), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.
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Para demostrar que estos efectos se asocian con una mayor tasa de consumo de oxigeno, se analizo el efecto de
la Ang-(1-7) después del tratamiento a corto o largo plaio en adipocitos Mas** y Mas™. El tratamiento a corto plazo
con Ang-(1-7) durante 1 h aumenté la respiracién maxima y la capacidad respiratoria de reserva en los adipocitos
Mas*", y este resultado dependia del receptor Mas (Figuras 13A-B). Por otro lado, el tratamiento a largo plazo en
adipocitos Mas** con Ang-(1-7) durante 7 dias aumenté la tasa de consumo basal de oxigeno (OCR), fuga de
protones, respiracion maxima y capacidad respiratoria \“de repuesto cuando los resultados son comparados con su
vehiculo. En los adipocitos Mas™, el tfa’tamiento a largo plazo con Ang-(1-7) no aumenté el OCR del tratamiento en
comparacion con el vehiculo (Figuras 13C-D). Estos resultados indican que la Ang-(1-7) aumenta el metabolismo
oxidativo mitocondrial asociado con un aumento en la expresion de los genes termogénicos y con la abundancia
mitocondrial. Ademas, se puede inferir que el efecto de captopril sobre los adipocitos esta mediado por la interaccion

entre Ang-(1-7) y el receptor Mas.
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Figura 13. La Ang-(1-7) aumenta la respiraciéon mitocondrial en cultivo primario de adipocitos-derivados de
la fraccidn estromal vascular. A) Tasa de consumo de oxigeno (OCR) de los adipocitos Mas** y B) adipocitos
Mas”-después de 1 h de tratamiento (agudo) con 1 yM de Ang-(1-7). C y D) Tasa de consumo de oxigeno (OCR)
de los adipocitos Mas** y Mas™ después de 7 dias. de tratamiento” (crénico) con 1 uM de Ang-(1-7). Los datos
representan la media  E.E. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante una prueba de t no pareada (para A, B
y D), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

*

7.3 La Ang-(1-7) estimula selectivamente el browning a través del receptor Mas.

Los compuestos triyodotironina (T3) y pioglitazona son inductores del browning (66, 57). Cuando los adipocitos Mas*/*
se tratan con estos compuestos (Figura 14A), se observa un browning marcado, medido por un aumento del ARNm
de Ucp1, Thbx1y Cited? (Figura 14B). Este aumento se encuentra acompafiado por un aumento en el nimero de

mitocondrias (Figura 14C). Por otra parte, los adipocitos que carecen del receptor Mas y fueron tratados con Tz y
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pioglitazona, también se observa un aumento en la expresion de Ucp1, Tbx1y Cited1, pero los niveles aumentaron

en menor medida en comparacion con los adipocitos Mas** (Figura 14B).
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Figura 14. La mezcla de Ts+pioglitazona aumenta la diferenciacién de adipocitos beige en cultive primario
de adipocitos derivados de la fraccion estromal vascular inndependientemente del receptor Mas. A) Protocolo
’ de diferenciacion a adipocitos. B) Analisis de la expresion del ARNm de Ucp1, Tbx7y Cited? en adipocitos Mas** y
Mas™ después del tratamiento con Ts+Pioglitazona. El vehiculo es DMSO. C) Imagenes microscépicas de adipocitos
Mas** y Mas”- tefiidos con MitoTracker después del tratamiento con Ts+Pioglitazona (10x), porcentaje de intensidad
de fluorescencia normalizado con el vehiculo. Los datos representan la media + E.E. Los analisis estadisticos se
realizaron mediante una prueba de t no pareada (para B y C), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, n=3.

Con la finalidad de conocer el efecto de la Ts+Pioglitazona sobre la respiracién mitocondrial, se evalué su capacidad
oxidativa en los adipocitos cultivados. Lés resultados indicaron que la Ts+pioglitazona aumenté el OCR durante la
respiracion basal y méxi?na, asi como la fuga de protones'y la capacidad respiratoria de reserva independientemente
del receptor Mas (Figuras 15A-B). Esta evidencia sugiere que la Ang-(1-7) usa una via de sefalizacion diferente a

la Ts y la pioglitazona para inducir el browning del tejido adiposo inguinal (Figura 15).
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Figura 15. La mezcla de Ts+pioglitazona aumenta la respiracién mitocondrial en cultivo primario de
adipocitos derivados de la fraccion estromal vascular independientemente del receptor Mas. A y B) Efecto
del tratamiento crénico de Ts + Pioglitazona sobre la respiracion mitocondrial de los adipocitos Mas** y adipocitos
Mas™. OCR: tasa de consumo de oxigeno. Los datos representan la media £ E.E. Los analisis estadisticos se
realizaron mediante una prueba de t no pareada (para B), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, n=3.

b) Estudios in vivo

7.4 Los ratones que carecen de receptor Mas son propensos a la obesidad y a un metabolismo alterado.

Como parte de los experimentos in vivo, inicialmente se estudiaron las dife;encias metabolicas entre los ratones
Mas** y Mas”-. Después del consumo de-una dieta control durante cinco meses, los ratones Mas” ganaron mas
peso y mas masa grasa que los ratones Mas** (Figuras 16A-C). Ademas, los ratones que carecen del receptor Mas
tuvieron una mayor ingesta de alimento, un consumo reducido de oxigeno (VOy), la resistencia al frio reducida y la
tolerancia a la glucosa disminuida en comparacién con. los ratones Mas** (Figuras 16D-G). Es importante sefalar
que los niveles de Ang-(1-7) circulantes en ratones Mas” se encontraron elevados en aproximadamente un 77%
comparado con los ratones Mas*/ﬂ\ (Figura T6H), lo que sugiere un efecto compensatorio debido a la falta del
receptor Mas. Estos resultados indican que la ausencia del receptor Mas se asocia con un balance energetico

positivo que conduce a la obesidad y a la intolerancia a la glucosa.
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Figura 16. Los ratones que carecen de receptor Mas son propensos a la obesidad y a un metabolismo
alterado. A) Foto representativa de ratones Mas** (izquierda) y Mas” (derecha) alimentados con dieta control AIN-
93 durante 5 meses. B) Peso corporal de ratones Mas** y Mas™ alimentados con una dieta de control AIN-93. C)
Porcentaje de masa grasa y D) consumo de alimento por raton por semana, E) consumo de oxigeno (VO2)
(mediciones de 24 h desde las 12:00 hthasta las 12:00 h del dia siguiente. A las 7:00 h los ratones estaban en ayuno
y a las 19:00 h fueron alimentados), F} Temperatura corporal después de una prueba de resistencia al frio durante
6 horas y G) Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal en ratones Mas** y Mas" alimentados con una dieta
de control AIN-83. H) Niveles plasmaticos de Ang-(1-7) en ratones Mas** y Mas™. Los datos se presentan como la
media + E.E. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t no pareada (para B, C, D, E, F, G y H),
*p<0.05, ***p<0.001, n=5.
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7.5 El tratamiento agudo con captopril induce el browning del tejido adiposo blanco en ratones Mas**
delgados. ’

Con la finalidad de evaluar si el captopril induce el browning en los ratones C57BL/6 y para determinar la importancia
del receptor Mas mediante el uso de los ratones Mas-knockout (Mas™); ambos grupos de ratones fueron tratados
con 5 mg/kg de captopril en el agua de beber durante 24 h, 72 h y 7 dias (Figura 17A). Después de 24 h, el
tratamiento con captopril indujo rapidamente la expresion de Ucp? en el tejido adiposo inguinal de ratones Mas**,
como se muestra por una mayor abundancia de ARNm de aproximadamente 6.8 veces. Después de 72 h, la
abundancia de ARNm de Ucp1 fue significativamente mayor, aproximadamente 1.9 veces, en comparacién con el
grupo tratado con agua. Después de 7 dias, no se encontr6 una diferencia significativa en el nivel de ARNm de Ucp?
de ratones Mas*/* tratados con captopril 0 agua. En contraste, los ratones Mas” no mostraron niveles modificados
de ARNm de UcpT? en respuesta al captopril en ningln tiempo, lo que confirma que el receptor Mas es necesario
para inducir Ucp? (Figura 17B). Ademas, se midieron varios genes marcadores de adipocitos beige para determinar
si el aumento en la expresion de UcpT estaba asociado con el proceso de browning. Los datos demostraron que la
expresion de Prdm16 y los genes ‘marcadores de adipocitos beige, incluidos Cited? y Thx7, estaban incrementados
en el grupo tratado con captopril en ratoneg. Mas**, pero no en ratones Mas™ (Figuras 17C-E). Posteriormente se
midié la concentracién plasmatica de Ang-(1-7) en ambos grupos de ratones tratados con captopril. Se observo un
aumento de las concentraciones de Ang-(1-7) en los ratones Mas**, entre un 44% y 84% mayor después de 24 hy
72 h, respectivamente, en comparacién con los ratones Mas** tratados con agua. De manera interesante,
independientemente del tratamiento con captopril, los ratones Mas” mostraron niveles circulantes elevados de Ang-
(1-7) en comparacién con los ratones Mas** (Figura 17F). Estos resultados, similares a los observados in vitro,
sugieren que el efecto del captopril sebre el browning del tejido adiposo blanco inguinal esta siendo mediado por la
Ang-(1-7) cuando se acopla al receptor Mas.
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Figura 17. El captopril induce la expresién de genes termogénicos después del tratamiento agudo en ratones
jovenes. A) Protocolo del tratamiento agudo con 5 mg/kg de captopril. Exprésion del ARNm de B) Ucp1, C) Prdm16,
D) Cited1, E) Thx1 en ratones Mas** y ratones Mas™. E) Concentraciories plasmaticas de Ang-(1-7) después de los
tratamientos agudos con captopril. Los datos representan la media * E.E. Los andlisis estadisticos se realizaron
mediante una ANOVA de una via, post hoc Dunnett (para B, C, D E y F), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001,
n=>5. : ‘
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7.6 El tratamiento crénico con captopril aumenta el gasto energético e induce el browning del tejido adiposo
inguinal en ratones obesos Mas*".

Los estudios a corto plazo indicaron que el tratamiento con captopril indujo el browning del tejido adiposo inguinal,
lo que sugiere que en un estudio a largo plazo, el captopril podria reducir el peso corporal y modificar la composicién

corporal a pesar del consumo de una dieta alta en grasa y sacarosa debido a que el efecto depende del receptor
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Mas. Para probar esta hipotesis, primero se indujo obesidad con una dieta alta en grasa y sacarosa en ratones
Mas*"* y Mas” (Figura 18A). Como se muestra en la Figura 18B, hubo un aumento significativo en el peso corporal
de los ratones durante la induccién de la obesidad. Después de cuatro meses de consumir una dieta alta en grasa y
sacarosa, los ratones fueron tratados durante un mes adiciohal con 5 mg/kg de captopril mientras se mantenia la
dieta experimental. De manera interesante, hubo una disminucién marcada en el peso corporal, de aproximadamente
el 26%, (inicamente en ratones Mas** alimentados con la dieta alta en grasa y sacarosa, mientras que los ratones
Mas™- no mostraron un peso corporal reducido (Figura 18B). Como se esperaba, la reduccion del peso corporal de
los ratones Mas** estuvo acompafiada por una dis}ninqcién significativa en la masa grasa (Figura 18C). Sin
embargo, no hubo diferencias significativas en la ingesta de alimento en los ratones obesos Mas™* o Mas™ tratados
con captopril (Figura 18D). El tra;cgmiento’één captopril en ratones obesos Mas** aumento los niveles circulantes de
Ang-(1-7) aproximadamente 1.53 \/eces, mientras que en los ratones obesos Mas™, el captopril aumento la Ang-(1-
7) solo en un 9% (Figura 18E). Es importante sefialar que en los ratones Mas™, los niveles basales de Ang-(1-7) se
encontraban elevados aproximadamente 6.8 veces en comparacion coﬁ los ratones Mas*"*, lo que indica que este
efecto potencialfnente compensatorio desencadenadopor la falta de receptores Mas fue incapaz de inducir una
reduccién en el peso corporal. Ademas, el color del tejido adiposo inguinal era diferente entre los genotipos: el de

los ratones Mas- tiene una coloracién palida en comparacién con el de los ratones Mas** (Figura 18F).
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Figura 18. El tratamiento crénico con captopril disminuye el peso corporal y masa grasa en ratones Mas**
obesos. A) Protocolo experimental, B) Curso temporal del peso corporal en ratones obesos Mas** y Mas™
alimentados con una dieta alta en grasa y sacarosa (HFSD) durante 5 meses (En gris se sefiala el mes de tratamiento
con 5 mg/kg de captopril en el agua de beber). C) Curso temporal de la masa magra en ratones obesos Mas** y
Mas--alimentados con una dieta HFSD durante 5 meses. D) Consumo de alimento por dia de los ratones alimentados
con dieta HFSD. E) Concentracion plasmatica de Ang-(1-7) en los ratones alimentados con dieta HFSD. F) Fenotipo
y morfologia del tejido adiposo inguinal {TAS-i) de los ratones Mas** y Mas™-. Los datos representan la media + E.E.
Los analisis estadisticos se realizaron mediante una prueba de t no pareada (para C, D y E), ANOVA de medidas
repetidas (para B), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=5-7.

Después de un mes de tratamiento con captopril, los datos revelaron un aumento significativo en el VO3, de
aproximadamente 31%, en ratones Mas**, lo que indica un alto gasto de energia. En ratones Mas-- obesos, el

tratamiento con captopril no cambié el nivel de VO: (Figura 19A). En consecuencia, los ratones obesos Mas**

33




tratados con captopril fueron mas resistentes a un ambiente frio que los tratados con agua. No se observo diferencia
entre los ratones Mas” obesos tratados con captopril 0 agua (Figura 19B). Ademas, independientemente del
tratamiento, los ratones Mas”- obesos tuvieron una mayor disminucion de la temperatura corporal en comparacion
con los ratones Mas** obesos cuando se expusieron a un ambiente frio (Figura 19B). El analisis de Western blot
revel6 que el tratamiento con captopril aumenté significativamente la expresion de PPARy y UCP1 en ratones Mas**
obesos en comparacion con ratones Mas™ obesos (Figura 19C), y los ratones Mas*'* obesos tratados con captopril
tenian adipocitos mas pequenos que los ratones Mas™ (Figura 19D). Estos resultados indican el potencial papel de
la Ang-(1-7), como se muestra a través de los resultédos_ del tratamiento con captopril, para estimular el gasto

energético mediante el browning del tejido adiposo blanco a través del receptor Mas en ratones obesos.
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Figura 19. El tratamiento crénico con captopril induce el browning del tejido adiposo inguinal en ratones
Mas** obesos. A} Consumo de oxigeno (VO2) de ratones obesos Mas** y Mas™ alimentados con dieta HFSD antes
y después del tratamiento cronico de 5 mg/kg de captopril en el agua de bebida. B) Curso temporal de la prueba de
resistencia al frio (4°C) durante 6 horas. C) Wstern blot de PPARy y UCP1 del tejido adiposo inguinal de ratones
Mas** y Mas™ tratados con captopril por 1 mes y D) Analisis histolégico del TAS-i después del tratamiento con
captopril. Tincion con hematoxilina y eosina (panel superior) (20x) y tamafio de adipocitos (panel inferior) medido
con el programa ImageJ. Los datos representan la media + E.E. Los analisis estadisticos se realizaron mediante una
prueba de t pareada (para A),"prueba de-t no pareada (para C y D) y ANOVA de una via, post hoc Dunnett (para B),
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, n=5-7.

Sin embargo, con la misma dosis de captopril, los ratones alimentados con la dieta de control AIN-93 no mostraron

un cambio significativo en el peso corporal, el gasto de energia o la resistencia al frio entre ambos genotipos, lo que

34




sugiere que los ratones obesos son més sensibles a este inhibidor de la ECA (Figura 20A-C). Es importante sefialar

que independientemente del consumo de la dieta AIN-93 o el tratamiento con captopril, los ratones Mas™- ganaron

mas peso que los ratones Mas** (Figuras 20A-B).
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Figura 20. El tratamiento crénico con captopril no cambia el peso corporal ni el gasto energético en ratones
Mas*™*. A) Foto representativa de ratones Mas** (izquiérda) y Mas™ (derecha) alimentados con dieta control AIN-93
durante 5 meses. B} Curso temporal del incremento de peso corporal (A) durante el experimento en ratones Mas**
| y Mas~- alimentados con dieta control AIN-93. El 4rea gris representa el periodo de tratamiento con 5 mg/kg de
| captopril 0 agua durante 1 mes. C) Calorimetria indirecta que muestra el consumo de oxigeno (VOz) (panel superior)
y el VO total (panel inferior) de ratones Mas** (izquierda) y Mas”- (derecha) alimentados con dieta control AIN-93
| antes y después de 1 mes de tratamiento con 5 mg/kg de captopril en agua de bebida. D) Curso temporal de la
| prueba de resistencia al frio de ratones Mas** (izquierda) y Mas~ (derecha) que fueron expuestos a un ambiente
frio (4 °C) durante 6 h. Los datos representan la media + E.E. Los analisis estadisticos se realizaron mediante
ANOVA de medidas repetidas (para B y D) o prueba t pareada (para C), n=6 .

7.7 La infusién aguda de Ang-(1-7) induce el browning del tejido adiposo inguinal en ratones Mas** delgados

y obesos.

Debido a que el efecto del captopril sobre el browning es dependiente del receptor Mas y que la Ang-(1-7) es el

ligando natural de este receptor, se disefiaron experimentos con el propdsito de demostrar que la Ang-(1-7) es capaz

de estimular el browning dél tejido adiposo inguinal, para ello se infundi6 el heptapéptido a los ratones delgados

Mas** y Mas”- mediante bombas mini-osméticas durante 3 dias (Figura 21A). Los resultados revelan que la Ang-

(1-7) incremento notablemente la abundancia del ARNm de Ucp17 y varios marcadores de los adipocitos beige, como

Tbx1, Cited1y Tmem26 (Figura 21B). De hecho, aparecieron areas de color marrén en el tejido adiposo inguinal, lo

que sugiere un mayor browning (Figura 21C). Ademas, el analisis histolégico del tejido adiposo inguinal revelé que
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la Ang-(1-7) cambié la morfologia clasica de los adipocitos blancos a adipocitos de apariencia multilocular, que son
UCP1*y de tamafio menor (Figura 21D). De manera interesante, este cambio en el fenotipo no fue estimulado por
la Ang-(1-7) en los ratones Mas™ (Figuras 21C-D). En consecuencia, se analizé si el la induccion del browning del
tejido adiposo inguinal, particularmente la abundancia elevada de ARNm de Ucp?, podria modificar el gasto
energético. Los resultados revelaron que la infusion de Ang-(1-7) aumenté significativamente el gasto energético
durante el periodo de infusion de 3 dias y, en promedio, hubo un aumento en el consumo de oxigeno de
aproximadamente 22% (Figura 21E) y fue acompafiado de un aumento en el consumo de alimento (Figura 21F)
para mantener sus requerimientos nutricionales. Por OtI:O lado, cuando se realizaron.estos estudios en ratones Mas-
*, no hubo un aumento en la abundancia de ARNm de Ucp? o marcadores selectivos de adipocitos beige (Figura
21G), y este hallazgo fue acompé’ﬁado por ﬁn consumo de oxigeno sin cambios (VO2) (Figura 21H). También se
evalué ia participacién del tejido adfposo pa;dé !sobﬁre los efectos termogénicos inducidos por la Ang-(1-7). Los datos
revelaron que este péptido no aument6 significativamente la abundancia del ARNm de Ucp1, lo que indica que los
efectos de la Ang-(1- 7) se debieron a la estimulacion del browning del tejido adiposo inguinal a través del receptor

Mas en ratones delgados (Figura 21I).

Después de demostrar que la Ang-(f—?) puede inducir el browning<del tejido adiposo inguinal en ratones delgados y
en adipocitos, se evaluo si la Ang-(1-7) induce el browning en un modelo de obesidad en ratén. El primer enfoque
fue evaluar una infusion aguda de la Ang-(1-7) (3 dias) en ratones obesos alimentados con una dieta alta en grasa

y sacarosa (Figura 22A).
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Figura 21. La infusién aguda (3 dias} de Ang-(1-7) induce el browning de tejido adiposo inguinal solo en
ratones delgados Mas** (Dieta AIN-93). A) Protocolo experimental. B) Andlisis de la expresiéon de genes
termogénicos en el tejido adiposo subcutaneo inguinal (TAS-i) de ratones Mas™* después de una infusion de 3 dias
de 300 ng/kg*min de Ang-(1-7). El vehiculo es solucién salina. C) Fotos representativas del TAS-i. D) Analisis
histolégico del TAS-i después de una infusion de 3 dias de Ang-(1-7). La tincion con hematoxilina y eosina (panel
izquierdo) revela la presencia de adipocitos multiloculares (20x) y el tamafo de adipocitos (panel inferior), los
adipocitos UCP1+ tefiidos con inmunofluorescencia estan en el panel derecho. E) Consumo de oxigeno (VO2)
(izquierda) y VO total (derecha) durante la infusion de 3 dias de Ang-(1-7) o salina en ratones Mas** (a las 7:00 h
los ratones se dejaron en ayuno y adas 19:00 h eran alimentados). F) Ingesta de alimento durante la infusién de 3
dias. G) Analisis de la expresion de genes termogénicos en el TAS-i de ratones Mas™ después de una infusién de 3
dias de Ang-(1-7) o salina. H) Consumo de oxigeno (VO2) (izquierda) y VO: total (derecha) durante la infusion de 3
dias de Ang-(1-7) o solucién salina en’ratones Mas™ (a las 7:00 h los ratones se dejaron en ayuno y a las 19:00 h
eran alimentados). [} Andlisis de la expresion de genes termogénicos en el tejido adiposo pardo interescapular (TAP-
i) después de la infusién de Ang-(1-7) o salina en ratones Mas**. Los datos representan la media + E.E. Los andlisis
estadisticos se realizaron mediante una prueba t no pareada (para B, B, E, F, G, H e I). *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001, ****p<0.0001, n=6.
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Los resultados indicaron que la Ang-(1-7) aumenté el gasto energético aproximadamente un 7% en comparacion
con los ratones tratados con el vehiculo (salina) (Figura 22B), y este incremento fue acompafiado por un aumento
de la expresion de PPARy y UCP1 (Figura 22C). En contraste, los ratones carentes del receptor Mas no presentaron
los efectos inducidos por la Ang-(1-7) sobre la expresion de PPARy o UCP1 o en el gasto energético (Figuras 22C-
D). Por ofra parte, existe evidencia sobre la via de sefalizacion del receptor Mas en las células endoteliales, en la
cual se activa la via de PI3K/AKT/eNOS, por lo tanto, se induce la produccion de oxido nitrico (ON) [5].
Adicionalmente, se ha descrito que el ON puede inducir la expresién de genes relacionados con la biogénesis
mitocondrial [40] y UCP1 [41]. De manera interesante, los resultados muestran que en el tejido adiposo inguinal de
los ratones Mas**, la infusién aguda de Ang-(1-7) aumenta la produccion local de ON, efecto suprimido por la

ausencia del receptor Mas (Figuré{v22E). )
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Figura 22. La infusién-aguda (3 dias) de Ang-(1-7) induce el browning del tejido adiposo inguinal en ratones
Mas** obesos (HFSD). A) Protocolo experimental, B) Consumo de oxigeno (VO2) (izquierda) y VO: total (derecha)
durante la infusion de 3 dias de 600 ng/kg*min de Ang-(1-7) o solucion salina en ratones obesos Mas** (a las 7:00
h los ratones se dejaron en ayuno y a las 19:00 h eran alimentados). C) Western blot de PPARy y UCP1 en el tejido
adiposo subcutaneo inguinal (TAS-i). D) Consumo de oxigeno (VO2) (izquierda) y VO: total (derecha) durante la
infusion de 3 dias de Ang-(1-7) o solucion salina en ratones obesos Mas™ (a las 7:00 h los ratones se dejaron en
ayuno y a las 19:00 h eran alimentados). E) Contenido de 6xido nitrico en el TAS-i de ratones obesos Mas** y Mas
"Los datos representan la media + E.E. Los analisis estadisticos se realizaron mediante una prueba de t no pareada
(para B, C, Dy E), *p<0.05, n=5.

7.8 La infusién crénica de Ang-(1-7) induce el i)rowning del tejido adiposo inguinal en ratones Mas** obesos.
Los estudios del tratamiento agudo en ratones obesos mostraron que la Ang-~(1-7) indujo el browning del tejido
adiposo inguinal, lo cual sugiere que en un estudio crénico, el péptido podria reducir el peso corporal y modificar la
composicion corporal a pesar del consumo de una dieta alta en grasa y sacarosa (HFSD). Para probar esta hipodtesis,
primero se indujo obesidad a los ratones Mas** y Mas~- durante 5 meses con la dieta HFSD. Como se muestra en
la Figura 23B, hubo un aumento significativo en el peso corporal en estos ratones durante la induccién de la
obesidad. Posteriormente, la Ang-(1-7) se infundié con bombas osméticas en los ratones obesos durante los tltimos

28 dias del experimento (Figura 23A). De manera similar al captopril, la Ang-(1-7) redujo el peso corporal y la grasa
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corporal en aproximadafnente 14.6% y 13.1%, respectivamente (Figuras 23B-C). Sin embargo, la infusién de Ang-
(1-7) no pudo modificar el peso corporal en ratones Mas” obesos. Estos resultados ocurrieron sin modificacion en
la ingesta de alimentos (Figura 23D). La disminucién en el peso y grasa corporal de los ratones obesos Mas**
estuvo acompanada por un aumento en el gasto energético (Figura 23E), asi como un aumento en la abundancia
de PPARy y UCP1 en el tejido adiposo inguinal (Figura 24A).
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Figura 23. La infusién crénica de Ang-(1-7) disminuye el peso corporal y masa grasa en ratones Mas""*
obesos. A) Protocolo experimental. B) Curso temporal del peso corporal {g) durante la induccion de obesidad de
ratones Mas** y Mas™ alimentados con una dieta alta en grasa y sacarosa (HFSD). El area gris representa el periodo
de tratamiento con 600 ng/kg*min de Ang-(1-7) o solucién salina durante 28 dias. El vehiculo es solucién salina. C)
Porcentaje de masa grasa en ratones obesos Mas** y Mas” antes y después del tratamiento crénico con Ang-(1-7)
o solucion salina. D) Ingesta promedio de alimento (g) al dia por ratén. E) Calorimetria indirecta que muestra el
consumo de oxigeno (VO2) y el VO: total de los ratones obesos Mas** (panel izquierdo) y Mas™ (panel derecho)
antes y después de la infusién crénica de Ang-(1-7), (mediciones de 24 h de 12:00 h a 12:00 h del dia siguiente. A
las 7:00 h los ratones se dejaron en ayuno y a las 19:00 h eran alimentados). Los datos representan la media + E.E.
Los analisis estadisticos se realizaron mediante' ANOVA de medidas repetidas seguido de la prueba post-hoc de
Dunnett (para B) o la prueba t no pareada (para C y D) y una prueba de t pareada (para E). *p<0.05; **p<0.01;
***1<0.001, n=5. Ver también las Figuras suplementarias 1,2 y 3.

B

Por otra parte, estos efectos.no se observaron en ratones obesos Mas™ a pesar de Ia infusion de Ang-(1-7) (Figuras
23E, 24A). Adicionalmente, la produccién de CO2 (VCO2) mostré un patrén similar al consumo de oxigeno (VO2), y
los valores del coeficiente de intercambio respiratorio (RER) indicaron que los ratones Mas** tenian una mejor
flexibilidad metabdlica que los ratones Mas™ (Figuras suplementarias 1 y 2). El analisis histoldgico del TAS-i reveld
la presencia de adipocitos de menor tamario frecuentemente observados durante el proceso de browning en los

ratones tratados con Ang-(1-7) cuyo peso corporal disminuy6 (Figura 24B). Ademas, estos ratones presentan una
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mejor tolerancia a la glucosa (Figura suplementaria 3). Finalmente, se observd un aumento en la cantidad de ON
Unicamente en los ratones Mas** tratados con Ang-(1-7) (Figura 24C). Estos resultados confirman el papel del eje
Ang-(1-7)/receptor Mas como un elemento clave en la estimulacién del browning del tejido adiposo blanco y, por lo

tanto, el gasto energético durante la obesidad.

Mas** © Mas Mas™ Mas™

N

Ee B
»
o

2

n
o

PR
s
JR
i

Expresion Relativa
o

of UCP1/Actina

e
w

s

g )
ki1 I
< 2
5 8
z &
Lo @
a 3
o &
E*3 3]
o id

o
oo ;

L &

" v gatina Ang<{1-7} Salina Ang-{i-7}

o
o

Saling Ang-{1-7) Sating Ang-(1-7)

Mas™ . Mas” Mas*t Mas

Salina

s
o
=]
©

Area de adi:pocito )
()
2
g

Ang-(1-7

Figura 24. El tratamiento crénico con Ang-(1-7) induce el browning del tejido adiposo inguinal en ratones
Mas** obesos. A) Western de PPARy y UCP1 dél tejido adiposo subcutaneo inguinal (TAS-i) de ratones Mas** y
Mas después de la infusion crénica de 600 nglkg*min de Ang-(1-7) o solucion salina en ratones obesos. B) Analisis
histologico (panel izquierdo) y tamafio de adipocitos (panel derecho).del TAS-i de ratones Mas** y Mas™ después
de la infusion crénica de Ang-(1-7) o solucion salina. Ticion con hematoxilina y eosina (20x). C) Contenido de éxido
nitrico en el TAS-i de ratones obesos Mas** y Mas™. Los datos representan la media * E.E. Los andlisis estadisticos
se realizaron mediante la prueba de t de no pareada (para A, B y C). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001,
n=>5.

De manera similar a los ratones obesos,y los ratones Mas** alimentados con dieta control AIN-93, la infusién crénica
de Ang-(1-7) también disminuy6 el peso corporal y aumenté el gasto energético. Sin embargo, este efecto no se

observé en ratones Mas™- (Figuras 25A-C).
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Figura 25. El tratamiento crénico con Ang-(1-7) cambia el peso corporal y el gasto energético en ratones
Mas**. A) Foto representativa de ratones Mas** (izquierda) y Mas” (derecha) alimentados con dieta control AIN-93
durante 5 meses. B) Curso temporal del incremento de peso.corporal (A) durante el experimento en ratones Mas**
y Mas alimentados con dieta control AIN-93. El area gris representa el periodo de tratamiento con 600 ng/kg*min
de Ang-(1-7) o solucién salina durante 28 dias. C) Calorimetria indirecta que muestra el consumo de oxigeno (VO2)
(panel superior) y el VO: total (panel inferior) de ratones Mas** (izquierda) y Mas™ (derecha) alimentados con dieta
control AIN-93 antes y después de 1 mes de tratamiento con 600 ng/kg*min de Ang-(1-7) o solucion salina durante
28 dias. Los datos representan la media'+ E.E. Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de medidas
repetidas (para B) o prueba t pareada (para C). #p<0.05, **p<0.01, n=6.

F

&

7.9 La sobreexpresién de Ang-(1-7) promueve la resistencia a la obésidad.

Para evaluar si la sobreexpresion de Ang-(1-7) estimula el browning del tejido adiposo blanco (TAB), se utilizaron
ratas transgénicas que sobreexpresan Ang-(1-7) (TGR(A1-7)3292) (ratas TGR). Se ha demostrado que las ratas
TGR son resistentes a la obesidad (132) y tienen un nivel circulante de Ang-(1-7) que es aproximadamente 2.5 veces
mayor que el de las ratas Sprague-Dawley (ratas SD), que son el genotipo wild-fype (144). Con el objetivo de estudiar
el efecto de la Ang-(1-7), las ratas fueron alimentadas con una dieta control AIN-93 o una dieta alta en grasa y
sacarosa (HFSD) durante cinco meses (Figura 26A). Los datos confirmaron que, al final del tratamiento dietético,
las ratas transgénicas alimentadas con una dieta control tuvieron una menor ganancia de peso y grasa corporal en
comparacién con las ratas SD, aunque la diferencia no alcanzé significancia estadistica (Figura 26B). De manera
interesante, las ratas transgénicas aljmentadas con HFSD ganaron significativamente menos peso comparado con
las ratas SD a pesar de consumir cantidades similares de alimento (Figuras 26B-C). Como consecuencia, las ratas
transgénicas tenian un mener porcentaje de grasa corporal que las ratas SD (Figura 26D). Estos datos sugerian un
aumento en el gasto de energia, por lo que los estudios de calorimetria indirecta mostraron que las ratas transgénicas
tienen un mayor consumo de VO2 en comparacioén con las ratas SD, con una diferencia de aproximadamente 8%
(Figuras 26E-F). Ademas, las ratas transgénicas mostraron una mejor tolerancia a la glucosa que las ratas SD,
independientemente de la dieta (Figuras 26G-H).
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Figura 26. La sobreexpresién de Ang-(1-7) promueve la resistencia a la obesidad y la formacién de nuevo
tejido termogénico durante la exposicién al frie. A) Protocolo experimental, B) Curso temporal del peso corporal
de las ratas transgénicas que sobreexpresan Ang-(1-7) (ratas TGR) y las ratas wild-type (ratas SD) alimentadas con
dieta AIN-93 y HFSD. C) Consumo de alimento por semana de las ratas TGR y SD. D) Porcentaje de masa grasa
de las ratas TGR y SD. E y F) Consumo de oxigeno (VO2) de-as ratas TGR y SD. G y H) Curva de folerancia a la
glucosa de las ratas TGR y SD. Los datos representan la media £ E.E. Prueba de t no pareada (para F), ANOVA de
una via, post hoc Tukey (para C, D y H), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, n=6-7.

7.10 Las ratas transgénicas gue sobreexpresan Ang-(1-7) forman un nuevo tejido termogénico dorsal durante
la exposicién al frio. . S -
La evidencia sugiere que la sobreproducciéon de Ang-(1-7) aumentd ‘la capacidad termogénica de las ratas
transgénicas. Por lo tanto, se estudio si las ratas que sobreexpresan Ang-(1-7) pueden mantener la temperatura
corporal durante la exposicion a temperaturas frias. Los resultados mostraron que las ratas transgénicas son
significativamente mas resistentes a la temperatura fria ‘en comparacién con las ratas wild-fype (ratas SD) (Figuras
27A-B). De manera inesperada, después de 24 h de exposicion al frio, solo las ratas transgénicas mostraron la
presencia de un tejido adiposo blanco termogénico transitorio dorsal (TAB-{T), que no se observé después de 3 h de
exposicion al frio. Este TAB termogénico transitorio s:e localizé por encima del tejido adiposo blanco que rodea al
TAP-i, comunmente conocido como tejido adiposo blanco anterior guchténeo (TAB-as) (Figuras 27C-D). De
manera interesante, el analisis histolégico revelé due este tejido esta enriquecido de matriz extracelular,
particularmente tiene un alto contenido de &cido hialurdnico, de acuerdo con la tincién coloidal de hierro de Hale, y
también se encuentra constituido por adipocitos (Figura 28A). Esto sugiere que el proceso de browning fue activado
rapidamente por la Ang-(1-7) ya que el analisis de la expresién de marcadores termogénicos reveld gue el TAB-as
de las ratas TGR tenia una eléVacién significativa de la abundancia del ARNm de Ucp1 después de 3 h de exposicion
al frio, que se acompafié con un aumento de Ppary (Figuras 27F-G). En el tejido subcutaneo inguinal (TAS-i) no
hubo cambios significativos en cuanto a la expresién de genes termogénicos. Después de 24 h de exposicion al frio,
se derivo una matriz extracelular del TAB-as, pero alguna porcion permanecio termogénica como TAB-T. Este tejido

que tiene alto contenido de matriz extracelular, a su vez contiene adipocitos embebidos que mantienen una alta
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expresién de Ucp?y Tmem26 (Figuras 27F, 27H). A las 72 h, el drea de la matriz extracelular estaba ocupada
principalmente por adipocitos con alta expresion de Ppary (Figuras 27E, 27G) y células positivas para UCP1 (Figura
28A). Es importante destacar que ninguno de estos efectos se observo en las ratas wild-type (ratas SD).
Adicionalmente, se evalué la contribucion del TAP-i al fenotipo termogénico inducido por la Ang-(1-7) y el frio. De
manera esperada, se observé que en las ratas SD y TGR, hubo un aumento en el ARNm de Ucp1 de
aproximadamente 1.7 y 1.4 veces, respectivamente, en comparacion con las ratas expuestas a temperatura
ambiente. Sin embargo, este aumento no fue significativamente diferente entre los dos genotipos de ratas (Figura
271). Ademas, la presencia de adipocitos multiloculares y células positivas para UCP1 en el tejido adiposo pardo
(TAP-i) fue evidente después de 24 h 'y 72 h de exposicion al frio en comparacion con los expuestos a temperatura
ambiente. Sin embargo, los camt-')"ios en Iaé Eatas SD y TGR fueron similares (Figura 28B). Este hallazgo indica que,
aunque el TAP-i puede contribuir{ al aumento de la termogénesis de manera similar en ambos grupos, el fenotipo
observado en las ratas TGR para el metabolismo de la glucosa y la capacidad termogénica se asoci6 principalmente
son el browning del tejido adiposo blanco. Por lo tanto, estos resultadoswrespaldan el papel de la Ang-(1-7) como un

agente termogénico capaz de inducir el browning del tejido adiposo blanco y, por lo tanto, el gasto energético.
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Figura 27. La sobreexpresion de Ang-(1-7) promueve la formacién de nuevo tejido termogénico durante la
exposicién al frio. A) Prueba de resistencia al frio (4°C) de las ratas TGR y SD. B) Concentracién plasmatica de
Ang-(1-7) en las ratas expuestas al frio por 24 h. C, D y E) Formacion de tejido adiposo blanco termogénico transitorio
dorsal (TAB-tT) y tejido adiposo blanco anterior subcutaneo (TAB-as) que rodea al tejido pardo interescapular (TAP-
i) después de una exposicion al frio de 3h, 24h y 72h en las ratas TGR. F, G y H) Expresion de genes termogénicos
en diferentes depositos de grasa de las ratas TGR y SD durante la exposicion al frio de 3, 24 y 72h. ) Expresion de
genes termogénicos del TAP-i de las ratas TGR y SD sometidas al ambiente frio. Los datos representan la media +
E.E. Prueba de t no pareada (para A, 1), ANOVA de una via, post hoc Dunnett (para F, G y H), ANOVA de una via,
post hoc Tukey (para B), *p<0.05, **p<0 01, ***p<0.001, ****p<0.0001, n=6-7.
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Figura 28, La exposicion al frio induce un tejido adiposo blanco termogénico transitorio UCP1* (TAB-tT) en
ratas TGR. A) Datos representativos del analisis histologico del tejido adiposo blanco termogénico transitorio (TAB-
tT) de ratas TGR después de 24 y 72 h de exposicién al frio (4 °C). Tincion de hematoxilina y eosina, tincion de
hierro coloidal de Hale y expresién de UCP1 por inmunofluorescencia (40x). La tincion con hierro coloidal mostré
que este tejido esta compuesto por una matriz extracelular que consiste principalmente en acido hialurénico con
adipocitos embebidos. B) Datos representativos del analisis histologico del tejido adiposo pardo interescapular (TAP-
i) de ratas SD y ratas TGR después de 24 h y 72 h de exposicion al frio (4 °C). Tincidén con hematoxilina y eosina
(20x) y expresiéon de UCP1 por inmunofluorescencia (40x). n=6-7.
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8. DISCUSION

La obesidad es una condicién que aumenta el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2
(141). Es un problema de salud que no solamente se presenta a nivel nacional, sino que ha escalado a nivel mundial
(104). La terapéutica de la obesidad se encuentra muy limitada dado que las estrategias actualmente aprobadas
participan principalmente en dos niveles: i) a nivel del sistema nervioso central, inhibiendo los mecanismos que
controlan el apetito, tales como la lorcaserina, la fentermina/topiramato, etc.); o bien ii) a nivel intestinal, inhibiendo
la absorcién de grasas, como el orlistat (152). Sin emb’argo», si retomamogs»la definicion de obesidad de la OMS como
la acumulacion excesiva de grasa que puede alterar la salud (104), notamos que no existe una estrategia seria que
vaya dirigida hacia el tejido adiboso, el'éu\‘al es un factor fundamental en los mecanismos que subyacen a las
comorbilidades asociadas a la o'E)esidad.wE"rf este sentido, la termogénesis del tejido adiposo es una estrategia
potencial que resulta atractiva para tratar la obesidad y los trastornos metabolicos (141).

.

Un nuevo candidato en esta estrategia es el SRA, que histéricamente ha sido reconocido como un mosaico de
factores conectados que mantienen’ la perfusion tisular (151), pero en la actualidad también se ha identificado que
tiene un papel en la fisiologia de IoS"’adip;)Eifos z129). En particular, en el presente estudio utilizando aproximaciones
in vitro e in vivo, se demostré que la Ang-(1-7), un componente del SRA, a través del receptor Mas, induce la

diferenciacion de adipocitos beige en el tejido adiposo blanco que aumenta la termogénesis.

En los Gltimos afios se ha sugerido que los compuestos que afectan al SRA, como la Ang-(1-7) y el captopril, que es
un farmaco antihipertensivo que inhibe a.la ECA, podrian reducir el peso corporal en modelos murinos (123, 124,
126, 131, 133). Sin embargo, no esté claro el mecanismo que explique este efecto benéfico. Por otra parte, en los
Gltimos afios, se especuld que el browning del tejida,adiposo blanco podria‘generarse a través del receptor ATz fras
la unién de Angiotensina Il (153) o por una via independiente de UCP1 estimulada por la Ang-(1-7) (140). Sin
embargo, la informacién presentada atin es muy incipiente. Para estudiar en detalle los efectos de la Ang-(1-7) sobre
el browning del tejido adiposo blanco, inicialmente se utilizd al captopril, como una estrategia experimental para
incrementar las concentraciones de Ang-(1-7) (115, 138), tomando en cuenta que los adipocitos expresan todos los
componentes del SRA (127-129).

Los primeros experimentos demostraron que el éaptopril incrementa la expresidn de genes termogénicos e
incrementa la respiracién mitocondrial en adipocitos derivados de la fraccién estromal vascular. Ademas se pudo
notar la participacion del eje Ang-(1‘-7)/recept0|; Mas debido a que los efectos se inhibieron en las células carentes
del receptor Mas. Posteriores estudios in vivo demostraron que el tratamiento agudo con captopril indujo fa expresion
de Ucp1 y genes marcadores de adipocitos beige de manera dependiente del receptor Mas. Posteriormente, este
tratamiento se administré en un modelo de obesidad en ratén y los efectos metabdlicos benéficos del browning aun
se observaron sin cambiar el consumd de alimento. Para comenzar a disectar el mecanismo del captopril, se debe
tomar en cuenta que los ratones tratados con el farmaco presentaban una mayor cantidad de Ang-(1-7) circulante y
que el efecto era dependiente del receptor Mas, debido a que en los ratones Mas” no se observaron cambios. Por

lo tanto, el efecto del captopril sobre el browning del tejido adiposo blanco esta mediado por el eje Ang-(1-7)/receptor
Mas. “
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Después de obtener los resultados con el tratamiento de captopril, se disefiaron experimentos administrando
directamente la Ang-(1-7) sobre los adipocitos derivados de la fracciéon estromal vascular. Inicialmente se encontré
gue la Ang-(1-7) indujo la expresion de genes termogénicos y aumento la respiracién mitocondrial de los adipocitos
Mas**. Hasta el momento se ha reportado que las acciones de la Ang-(1-7) estén mediadas por el receptor Mas
(109, 111-114, 116, 117). De hecho, en los adipocitos Mas” no se presentaron los efectos de la Ang-(1-7), lo que
demuestra que el efecto de activar la termogénesis estuvo mediado por la interaccién entre Ang-(1-7) y el receptor
Mas. Esta evidencia se confirmo in vivo en ratones Més*’f delgados infundidos con Ang-(1-7) durante 3 dias, se
incrementd su gasto energético y la expresion de genes termogénicos en el tejido adiposo blanco inguinal. Estos
resultados mostraron que la Ang-i‘j -7) auméﬁta la termogénesis a través del browning del tejido adiposo blanco a
través del receptor Mas sin una cohtribucié‘r;\ssiéniffcativa de la termogénesis del tejido adiposo pardo clasico (TAP-
i}. Morimoto y col. sugirieron que la Ang-(1-7) activa al TAP; sin embargo,“en el presente estudio no se encontré una
temdencia significativa que lo confirme (140). Es importante notar que durante la infusién de 3 dias, la ingesta de
alimento solo aumenté en los ratones Mas** infundidos ¢on Ang-(1-7). Al parecer, la induccion rapida del browning
y, por lo tanto, la termogénesis induce un estgdo de equilibrio energético negativo y, por lo tanto, los ratones
contrarrestan su ingesta de alimento éumén}é\ndo sus necesidades nutricionales de energia durante el corto periodo
de tiempo.

Por otra parte, aunque algunos estimuladores del browning ejercen sus efectos por estimulacién neural en el tejido
adiposo (154), en la actualidad nuestros estudios in vitro demuestran que la Ang-(1-7) activa directamente el
browning. Dado que no hay evidencia del papel de-este péptido en la termogénesis inducida por a nivel neural (155),
se necesitan mas estudios para analizar si la Ang-(1-7) podria seguir este mecanismo.

El afio 2009 marcé el inicio de una era en el campo de estudio de la termogénesis, debido a que fue el afio en el que
se publicaron una serie de articulos donde se reporta el descubrimiento del tejido adiposo pardo funcional en adultos
(13-15). Desde ese afio se han realizado numerosos esfuerzos por tratar de comprender la termogénesis y el
browning del tejido adiposo blanco a nivel molecular. Sin embargo, atin no se conocen los mecanismos relacionados
con la induccion, activacion y regulacién de adipocitos beige, asi como su origen, ya sea por diferenciacion de novo
o transdiferenciacion. En este sentido, existe poca infgrmacién acerca del mecanismo del efecto que ejerce la Ang-
(1-7) a través del receptor Mas. La mayor parte de la investigacion sobre la via de sefializacién del receptor Mas se

ha centrado principalmente en las células endoteliales.

La evidencia ha demostrado que el receptor Mas es un receptor acoplado a una proteina G que activa la via
PI3K/AKT, lo que conlleva a la actiVacion de la sintasa de 6xido nitrico endotelial. En consecuencia, se ha
demostrado que hay un aumento en la produccién de éxido nitrico, el cual participa en la activacion de la via de la
guanilato ciclasa (GC)/GMPc/Brotel’na cinasa G (PKG) (113, 1586, 157). De hecho, esta via se ha descrito tanto en el
tejido adiposo blanco como en el tejido adiposo pardo (158-160), y se ha demostrado que la falta de GMPc conduce
a la regulacion negativa de los marcadores termogénicos UCP1 y PPARYy, vy a una disminucion de la abundancia
mitocondrial (158). No obstante, alin se desconoce cémo interactua esta via con el promotor del gen Ucp? para

activar su transcripcion. En nuestro estudio, la infusién de Ang-(1-7) aumentd la produccién endégena de 6xido
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nitrico en el TAS-i de los ratones Mas**, mientras que este efecto estuvo ausente en los ratones carentes de Mas.
Los hallazgos del presente trabajo sugieren que la Ang-(1-7) estimula el browning del tejido adiposo blanco a través
del éxido nitrico via el receptor Mas. Sin embargo, se requieren méas estudios para establecer el control

transcripcional del gen Ucp7 por esta via.

Los pacientes candidatos para el uso de agentes que inducen el browning son sujetos con sobrepeso y obesidad.
Se ha descrito tanto en modelos animales como en humanos que la obesidad conduce a resistencia a la insulina,
hiperlipidemia y algunas otras comorbilidades (161, 1'62).‘ En el presente estudio, se demostré en un modelo de
obesidad inducida por la dieta, que la infusion cronica de Ang-(1-7) redujo el peso corporal y la grasa corporal,
aumento los niveles de VO2 y Ié’( expresi‘é.n“ de UCP1 en‘el tejido adiposo inguinal de ratones Mas*™* obesos. De
hecho, se conoce que un aumenvto en los niveles de Ang-(1-7) se asocia con una mejora en la sensibilidad a la
insulina y con el metabolismo de la glucosa y los lipidos (131). Por lo tanto, se evalu¢ el efecto-de Ia sobreexpresion
de Ang-(1-7) circulante en un modelo de rata transgénica.

Las ratas transgénicas que sobree)épresgn Angf(1-7) resultaron ser resistentes al desarrollo de obesidad inducida
por dieta, como se ha reportado anferio'rvn;é\nte\(131, 132). Ademas, las ratas iransgénicas son mas tolerantes a la
glucosa, tienen mayor gasto energético, menos grasa corporal y una mayor resistencia a los ambientes frios. De
manera inesperada, las ratas transgénicas desarrollaron un-tejido mixoide después de 24 h de exposicion al frio
localizado en la seccion dorsal sobre el area interescapular, encima del tejido adiposo blanco anterior subcuténeo.
Este tejido, al que nombramos como tejido adiposo blanco transitorio termogénico, se encuentra enriquecido por
Ucp1y Tmem?26, pero su fenotipo es notablemente diferente al del tejido adiposo pardo. El anélisis microscopico
reveld que a las 24 h el tejido termogénico transitorio contenia adipocitos con alta capacidad termogénica embebidos
en grandes areas de matriz extracelular con espacios vacios, a las 72 h tedos los espacios estaban ocupados por
adipocitos, lo cual coincide con el incremento en la expresién de Ppary a medida que transcurre el tiempo. Cabe
sefalar que Ppary es ‘el principal factor que controla la adipogénesis (163). En este sentido, pudimos observar el
curso temporal de la génesis de nuevo tejido adiposo termogénico gue tnicamente ocurre en las ratas transgénicas
que sobreexpresan Ang-(1-7) con exposicién al frio. En contraste, este efecto no se observé en ratas wild-type. Es
desconocido el mecanismo que explique la induccién rapida de un tejido altamente termogénico en las ratas
transgénicas, pero este hallazgo aumenta las evidencias que fundamentan el potencial uso de la Ang-(1-7) como
agente terapéutico que induce el browning. Es impor}ante sefialar que la exposicién al frio contribuyé al aumento de
la capacidad termogénica del tejido adiposo pardo, tanto en las ratag wild-type como en las ratas transgénicas, en

un grado similar, lo que indica que esta contribucién es independiente del nivel de Ang-(1-7).

Hasta la fecha no se han reportado estudios asociados con el uso de la Ang- (1-7) como agente para controlar el
peso corporal en humanos. Es importante destacar que los tratamientos evaluados en el presente trabajo, es decir,
el captopril y la Ang-(1-7) atn fueron capaces de activar el browning en el modelo de obesidad inducido por una

dieta alta en grasa y sacarosa.

Finalmente, es de gran interés encontrar nuevas moléculas que activen la termogénesis, ya que este proceso,

caracterizado por un mayor gasto de energia, podria ser benéfico para el tratamiento de la obesidad (12, 164). Estos
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resultados sugieren el uso de la Ang-(1-7) como un agente que aumenta la termogénesis y de esta manera, prevenir
o reducir la obesidad. Sin embargo, se necesitan estudios clinicos que demuestren el efecto global de este péptido

en humanos, y ofros para estudiar si el efecto se puede sostener en el tiempo.

9. CONCLUSIONES

< Este estudio demuestra que la Angiotensin‘a-(f-?) via el receptor Mas, es un inductor de.adipocitos beige
en el tejido adiposo blanco. Se ha proporuonado evidencia experimental que demuestra que la Ang-(1-7)
aumenta la expresion de genes marcadores de la'termogénesis y aumenta la respiracion mitocondrial en
adipocitos derivados de la fraccién estromal vascular del tejido adiposo blanco. Ademas, una infusién aguda
de Ang-(1-7) aumenta el gasto de energia y la expresién de genes marcadores de adipocitos beige en el

a tejido adiposo subcutaneo inguinal de ratones.

X3

¥

Este estudio demuestra que eI eje Ang (1 -7)/receptor Mas cumple una funciéon muy importante en la fisiologia
del adipocito debido a que la. falta del receptor Mas genera un fenotipo de ratén obeso y con un metabolismo
disfuncional. En contraste, las ratas transgénicas que sobreexpresan la Ang-(1-7) no incrementan el peso

corporal y tienen mejor funcion metabdlica a pesar de una dieta alta en grasa y sacarosa.

< Los datos sugieren que el captopril induce’sus efectos al incrementar la respiraciéon mitocondrial y los
marcadores termogénicos de adipocitos derivados de la fraccion estromal vascular, y al reducir el peso,
grasa corporal y al activar el browning-del tejido adiposo inguinal de ratones a través del eje Ang-(1-

7)/receptor Mas. . T

&

9,
2

Los resultados del presente estudio proponen que la capacidad de browning se reduce en individuos con
obesidad. Por lo tanto, resulta muy interesante que la Ang-(1-7) alin sea capaz de inducir el browning en
ratones obesos después de un tratamiento agudo y crénico, aunque el efecto sea mas evidente en ratones
delgados.

< Los resultados muestran que las ratas transgénicas que tienen una mayor cantidad de Ang-(1-7) circulante
(ratas TGR) son resistentes a la obesidad inducida por dieta. Los datos presentados en este estudio también
demuestran que las ratas TGR tienen menor p‘éso corporal, menor masa grasa y tienen mejor tolerancia a
la glucosa en comparacion con las ratas wild-type después de cinco meses de dieta alta en grasa y sacarosa.
Estos efectos podian ser una consecuencia de la induccion del browning, debido a que las ratas TGR
presentan un mayor gasto energético. De hecho, se demostré que unicamente las ratas TGR tienen la
capacidad de formar\‘un nuevo“tejido adiposo blanco termogénico ubicado en la misma zona donde se

encuentra el tejido adiposo pardo interescapular después de 24 h de exposicién al frio.
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< En conjunto, los datos presentados en este estudio demuestran que la Ang-(1-7) es un candidato potencial
para el tratamiento de la obesidad. Sin embargo, se necesitan estudios en humanos para estudiar la

relevancia del proceso v si el efecto persiste a lo largo del tiempo.
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3. Tesis doctoral titulada: “Estudio in vitro e in vivo de la participacion del eje Ang-(1-

T)ireceptor Mas sobre la diferenciaciéon de adipocitos beige”. Obtencion del grado:

enero de 2020. Institucion: Cinvestav sede sur,

)

4. Tres posters presentados en 3 congresos internacionales:

“Experimental Biology 2016” en San Diego, California (2-6 de abril de 2016).
Ariana E Vargas-CastiiIo, Leonardo Del Valle-Mondragon, Nimbe Torres, Enrique Hong,
Armando R Tovar. Poster Presentation. “Inhibition of Angiotensin Converting Enzyme
Induces Beige Adipocytés through Angiotensin-(1-7) in 3T3-L1 Adipocytes and Obese Mice.”
“Bioenergetics and Metabolic Disease” del Keystone Symposia 2018 en
Keystone, Colorado (21-25 de enero de 2018).




Ariana E Vargas-Castillo, Leonardo Del Valle-Mondragon, Enrique Hong, Nimbe Torres,
Michael Bader, Armando R Tovar. Poster presentation: “Angiotensin-(1-7) induces browning

through Mas receptors in C57BL/6 mice and 3T3-L1 adipocytes”.

e “Nutrition 2018” ofganizado por la-American Society of Nutrition en Boston,
Massachusetts (9-12 de junio de 2018). - '

Ariana E Vargas-Castillo, Leonardo Del Valle-Mondragon, Enrique Hong, Nimbe Torres,
Michael Bader, Arfando R- Tovar. Poster presentation: “High Fat-Sucrose Diet reduces
browning due to the impairment of the Angiotensin-(1-7)/Receptor Mas axis in Subcutaneous
Adipose Tissue of C57BL/6 mice”. '




Productos de investigacién derivados del protocolo:

“Estudio in vitro e in vivo de la pérticipacién del eje Ang-(1-7)/Receptor Mas sobre la

diferenciacién de adipocitos beige en un modelo de obesidad en ratén”

Registro CICUAL:
FNU-1379-14/18-1

1. Articulo publicado en la revista"Metabolism (Factor de Impacto: 6.1 [2019]).

2,
R4

Vargas-Castillo A, Tobon-Cornejo S, Del Valle- Mondragon L, Torre-Villalvazo |, Schcolnik-
Cabrera A, Guevara Cruz M, Pichardo-Ontiveros E, Fuentes-Romero R, Bader M, Alenina N,
Vidal-Puig A, Hong E, Torres N, Tovar AR. Angiotensin-(1-7) induces beige fat
thermogenesis through the Mas receptor Metabolism. 2020 Feb;103:154048.

doi: 10.1016/j.metabol.2019. 154048 Epub 2019 Dec 13. PMID: 31843339

El segundo articulo se encuentra en escritura.

Vargas-Castillo A, Tobon-Cornejo S, Del Valle-Mondragon L, Torre-Villalvazo 1, Bader M,
Alenina N, Hong E, Torres N, Tovar AR. Inhibition of Angiotensin Converting Enzyme induces

browning of white adipose tissue in Qbése mice.

2. Con el articulo publicado, la prlmera autora fue seleccmnada ganadora del premio que

otorga la revista y se titula “2020 Metabolism Award for Jumor Investigators”.

3. Tesis doctoral titulada: “Estudio in vitro e in vivo de la participacién del eje Ang-(1-

T)Ireceptor Mas sobre la diferenciacion de adipocitos beige”. Obtencion del grado:

enero de 2020. Institucién: Cinvestav sede sur.

]

4. Tres posters presentados en 3 congresos internacionales:

“Experimental Biology 2016” en San Diego, California‘ (2-6 de abril de 2016).
Ariana E Vargas-Castillo, Leonardo Dei Valle-Mondragon, Nimbe Torres, Enrique Hong,
Armando R Tovar. Poster Presentation. “Inhibition of Angiotensin Converting Enzyme
Induces Beige Adipocytés through Angiotensin-(1-7) in 3T3-L1 Adipocytes and Obese Mice.”
“Bioenergetics and Metabolic Disease” del Keystone Symposia 2018 en
Keystone, Colorado (21-25 de enero de 2018).




Ariana E Vargas-Castillo, Leonardo Del Valle-Mondragon, Enriqgue Hong, Nimbe Torres,

Michael Bader, Armando R Tovar. Poster presentation: “Angiotensin-(1-7) induces browning

through Mas receptors in C57BL/6 mice and 3T3-L1 adipocytes”.

“Nutrition 2018” ofganizado por la-American Society of Nutrition en Boston,
Massachusetts (9-12 de junio de 2018).

Ariana E Vargas-Castillo, Leonardo Del Valle-Mondragon, Ehrique Hong, Nimbe Torres,
Michael Bader, Armando R- Tovar. Poster presentation: “High Fat-Sucrose Diet reduces
browning due to the impairment of the Angiotensin-(1-7)/Receptor Mas axis in Subcutaneous
Adipose Tissue of C57BL/6 mice”. J
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SALVADOR ZUMIRAR
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SECRETHRAIA D8 SALUD

Ciudad de México a 25 de Agosto de 2020
No. Oficio CICUAL -085- 2020

DR. ARMANDO ROBERTO TOVAR PALACIO
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA DE LA NUTRICION
PRESENTE

« Estimado Dr, Tovar

En respuesta al documento, con fetha déf"1\3 de agosto de 2020, solicitando se apruebe un adendum,
al protocolo con clave CINVA-FNU-1379-14/18-1 intitulado ESTUDIO IN VITRO E IN VIVODE LA
PARTICIPACION DEL EJE Ang-(1-7) RECEPTOR MAS SOBRE LA DIFERENCIACION DE
ADIPOCITOS BEIGE EN LA OBESIDAD; me es grato informarle que le fue aprobada su solicitud,

siempre y cuando, solicite prorroga o cierre del proyecto debido a que se encuentra vencido.

Sin més por el momento quedo de usted para cualquier duda o comentario

l?(T EI\!TTAMEN TE

R
DR. JORGE ALB;{ERTO BARRIOS PAYAN
COORDINADOR DEL COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO
DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

9

Cep. MVZ. Mariela G. Contreras Escamilla- Departamento de Investigacién Experimental y Bioterio

<

JABP/bdr

Avenida Vasco de Quiraga No, 15, Coloniz Bealisario Dominguez Saeclén XV, <, P, 14080, Alcaldia Tlalpan.
Ciudad de Méxice, Maxico, Tel (52) 54 87 09 00 www.hennsz.mx
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SRCBETABIS OF GRLNK

Cluded de Médeo a 13 de agosto de 2020

Dr. Jorge Alberio Barrios Payin »

Coordinador del Comité Intemo para ¢l Cuidado y Uso de los Animales de Laboraterio {CICUAL)
Prasente. .

Por este medio, me pemily envigr aste addendum al Comibé Interno para ¢l Cuidade ¥ Uso de los Animales de
Laboratorio sobre el siguiente protocolo experimental: ‘ .

«  “Estudio in vitro & in vivo de a participacion del eje Ang-(1-7)/Receptor Mas sobre ia diferenciacién de
adipocitos beige an un modelo de obesidad en ratén”
Con clave de grotocolo FNU-1379-14/18-1
[} R
El objetivo de este addendumn es informar al CICUAL que durante ef periodo de tiempo. que se mantuvieron fos
modelos animales de este profocolo, se recolettaron las heces de fodos los arimales, con la finalided de
estudiar si los tratamientos en estudio modifican-la eomposicién de la microbiota intestinal, Se informa que nos

encontramos midiendo las muestras y en breve solicitaremos el cierre del pratosolo.

Hesulta interesante estudiar ia microbiola intestingl de los animales dado gue se conoce que & microbioma
intestinal se ha tonvertido en un regulador clave del metabolismo del bospedere. Se ha propuesto que existen
interacciones complejas entre los microbios intestinales, sus metabolitos y las células del hospedero. Ademas,
slgunos metabolitos microblanos afectan of gasto enefgético sistémico &l influir en la tlermogénesis ¥ el browning
del tgjido adiposo blanco. Se conocen mecanismos de accidn tarto directas come indirectos para metabolitos
especificos, camo  &cidos  biliares, amingéciios | ‘3.% \ cadens ramificada, acido indol propidnico y
srdocannabineides (1). Sinembargo, ol primer paso es estudiar qué bacterias sg engusniran en mayor cantidad
durarste la obesidad v i se rmodifican con los ratamientos gue incrementaren el browning del tejide adiposo ds
los animales obesos, en este sentido, nuestros resultados aportarian informactén valiosa en este campo.

1. Cani, B.D, Vantul, ., Lefort, C, ot al-Misrgbiat reguiation of organismal energy homecstagis. Nat Melab 1, 3446

{3019y, hitps:fdol.org/10.1058/842255-018-0017-4 )

Atentaments

Dr. Arfiando Tovar Palacio
Jefe det Departamento de Fisiologia de la Nutricion

~
~

svenids Yasco de Quirogs Mo, 15, Colonia Belisariy Dominguesz Seccibn BVI, 4. § 14088, Alcaldia Tlalpan,
Chudad de Mexion, México, Tel {52 54 87 09 00 weswincrmmszsm
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INSTITUTO NACIONAL DE ’ N M ANO DEL CAUDILLO DEL SUR
CIENCIAS MEDICAS ~ EMILIANO ZAPATA
Y NUTRICION : . )

SALVADOR ZUBIRAN ' - CdMX., a 16 de abril de de 2019.

DR. ARMANDO TOVAR PALACIO
Depto. de Fisiologia de la Nutricion
Presentg

LY

REF: CICUAL-FNU-1379-14/18-1

Estimado Dr. Tovar:

Este comité ha dictaminado que se AUTORIZA prérroga por 1 afio a su proyecto
intitulado “ESTUDIO IN VITRO E IN VIVO DE LA PARTICIPACION DEL EJE Ang-
(1-7) RECEPTOR MAS SOBRE LA DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS BEIGE
EN LA OBESIDAD” o

‘Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentaménte,

badilla SandoWMal
Coordinadora del Comtté Interno para el cuidado y uso de
los Animales de Laboratorio

ﬂ?e Lhr Zragemc /

c.c.p. M\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

Avenida Vasco de NAB/nom
Quiroga No. 15

Colonia Belisario

Dominguez Seccion XVi

Delegacion Tlalpan e
Coédigo Postal 14080

‘fudad de México

(52-55)54870900

v.incmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Ciudad de México, a 2 de abril de 2019

Comité Interno para el Cuidado y Uso*de los Animales de Laboratorio del instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran
Jresente.

En respuesta a la carta con fecha del dia 21 de febrero de 2019, No. Oficio CICUAL-100-19
acerca del proyecto “ESTUDIO, IN VITRO E IN VIVO DE LA PARTICIPACION DEL EJE
ANGIOTENSINA-(1-7)/RECEPTOR MAS SOBRE LA DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS
BEIGE EN LA OBESIDAD” con registro FNU-1379-14/18-1, me permito solicitar una prérroga
debido a que nos encontramos en el proceso de envio del articulo derivado de este protocolo.
Unicamente se requeririan mas animales en caso de que los revisores nos soliciten hacer mas
experimentos, en ese caso y si ho estaba contemplado en el protocolo, se redactara un addendum
para solicitar animales. Si ya no se requierén animales, se cerrara el protocolo inmediatamente.
Por lo tanto, solicitamos atentament? que el CICUAL nos permita exteénder un periodo de prérroga

de 6 meses.

Sin mas por el momento, me pongo a sus 6rdenes para cualquier aclaracién.

LT IS, MAcH
B f -
R mMEDi
gy Meo

Df”Armando Tovar Palacio Comité de Investigacis
. sacién

en Animales

c.c.p. M.V.Z. Mariela Guadalupe Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Ciudad de México
Tel. (52-55)54870900
WWWw.incmnsz.mx

) gﬁm%""‘t‘)ﬂ‘ g



“2019. Afio del Caudillo de Sur, Emiliano Zapata”

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México Cd., Mx a 21 de febrero de 2019.

" _No. Oficio CICUAL-100-19

DR. TOVAR PALACIO, ARMANDO-R
Depto. Fisiologia de la Nutricion’
/Bf"F esente.

P

OBERTQ.—

& Estimado Dr. Tovar.:

Por este conducto le informo que su proyecto intitulado: “ESTUDIO IN VITRO E IN VIVO
DE LA PARTICIPACION DEL _EJE Ang-(1-7) RECEPTOR MAS SOBRE LA
DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS BEIGE EN LA OBESIDAD”, con registro FNU-
1379-14/18-1 finalizé en diciembre 2018. Por lo que, le solicito de la manera mas atenta
me haga saber si el proyecto requerird una prérroga. En caso afirmativo, favor de enviar
al CICUAL el periodo de extension que solicita y de requerir un mayor nimero 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 proyecto que se anexa a la presente (en hoja membretada
e impresa) y adjunte los siguientes documentos indispensables para la conclusién del
proyecto:

1. En caso de no requerir prorroga-se necesita que entregue el: Formato de cierre

2. Informe final e .

3. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, libros,

capitulos de libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

Sin mas por el momento quedo de usted..

Atentamente,

Dra. Nofima A?Bobadilla Sandovg| .

Coordinadora de | misién de Investigdcion en Animales

i T ) 2004 e 3¢

“ g i S INVEST, EXPERIMENTAL Y
| ‘ BIOTER:O

, o D
% - iNST. NAL. GIENCIAS MEDIC \S
. ] P | Y NUTRUCION INCMYN °5.2."

Fee e oepeMVAZ. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
Avenida Vasco de

Quiroga No. 15 NABS/nom
Colonia Belisario o

Dominguez Seccion XVI
Delegaciéon Tlalpan
Codigo Postal 14080
Ciudad de México
Tel. (52-55)54870900
WwWWw.incmnsz.mx
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“2019. Ario del Caudillo de Sur, Emiliano Zapata”

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Ciudad de México, a 18 de febrero de 2019.

| DR. ARMANDO TOVAR PALACIO ]
DEPTO. DE FISIOLOGIA DE LA'NUTRICION
Presente.

LY

REF: CICUAL FNU-1379-14/18-1

Estimado Dr Tovar:

Rar NN -~

Este comité ha dictaminado que se AUTORIZA el adendum a su proyecto intitulado
“ESTUDIO IN VITRO E IN VIVO DE LA PARTICIPACION DEL EJE Ang-{1-7)
RECEPTOR MAS SOBRE LA DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS BEIGE EN LA
OBESIDAD” y queda asentado que no se volvera a aprobar ningun adendum
extemporaneo.

Sin mas por el momento quedo de ljstedr

e

) Dra. Nogta Bobadilla Sandoval
. Coordinadora del Comité‘lnterrno para el Cuidado y Uso de

los Animales de Laboratorio

1

(|
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BIOTERI0
c.c.p. M\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB VAL ESAS MEic 15
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|
Atentamente,
|
\
|
|
|

Avenida Vasco de NAB/nom
Quiroga No. 15
Cofonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacidn Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Ciudad de México
Tel. {(52-55)54870900
WWW.incmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Instituto Nacional

Ciudad de México, a 01 de febrero de 2019

de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

Presente.

En respuesta a la carta con fecha el dia 17 de enero de 2019 acerca del proyecto “ESTUDIO IN
‘VITRO E IN VIVO DE LA PARTICIPACION DEL EJE A‘NGIOTENSINA-(1-7)IRECEPTOR MAS
SOBRE LA DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS BEIGE EN UN MODELO DE OBESIDAD EN
RATON” (PROTOCOLO FNU-13?9-1/4H8-T), me permito explicarles el numero de animales que

se usaron para cada experimento que se llevd a cabo y se explico en la carta del 11 de enero del

2019.

R

Para los estudios de los tratamientos agudos de ca.ptopril se hicieron los siguientes grupos:

Cepa de ratén Dieta Tratamiento n
. Control (agua) por 24
AIN-83 - (agua) p 12
- horas \
Control (agua) por 48
AIN-93 . (agua) p 12
horas
Control (agua) por 72
AIN-93 (agua) p 12
horas
C57BL/6 SantoniiE ok
aptopril 5 m or
AIN-93 plop gxaPp 12
, 24 horas
Captopril 5 mg/kg por
AIN-93 piop gkap 12
‘ 48 horas
Captopril 5 mg/kg por
AIN-83 piop grep 12
72 horas
Total: 72

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccién XVI
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
Www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Para los estudios de los

grupos:

tratamientos .agudos de angiotensina-(1-7) se hicieron los siguientes

e gy

Cepa de ratén Dieta Tratamiento n
& B
Control (Salina) por 3
AIN-93 12
: dias
. Tes Ang-(1-7) 300
- ~AIN-93 -{1-7) 12
mg/kg/min por 3 dias
Control (Salina) por 3
HFSD 12
dias
C57BL/6
Ang-(1-7) 300
HFSD 12
o mg/kg/min por 3 dias
- Ang-(1-7) 600
HESD 9-1-7) 12
+{ mg/kg/min por 3 dias
- Ang-(1-7) 1000
HFSD - 12
mg/kg/min por 3 dias
Total: 72

Para los estudios del Seahorse se utilizaron en total 140 ratones, de los cuales se extrajo la grasa

subcutanea inguinal y se aislaron las células mesenquimales para estandarizar el proceso de

diferenciacion a adipocito en las placas de 96 pozos del Seahorse. Posteriormente se realizaron

experimentos para estandarizar las concentraciones de los compuestos del kit MitoStress y por

Ultimo se realizaron los experimentos en triplicado. Los tratamientos que se evaluaron son varias

concentraciones de captopril, ang-(1-7), €l control positivo de triiodotironina+pioglitazona y sus

respectivos vehiculos.

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
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

El total de ratones utilizados en los experimentos que se afiadieron al protocolo 1379 fue de 284,
entre los estudios de los t.ratamiehtgshk ag_udoé y' del Seahorse. Cabe sefialar que estos
procedimientos se llevaron a cabo durante los afios 2016-2018, cuando no teniamos conocimiento
acerca de los addendums, por lo que de ahora en adelante notificaremos en tiempo y forma al

& B
CICUAL acerca de los experimentos adicionales al protocolo original.

Sin mas por el momento, agradezco-el-favor de su atencién y me pongo a su disposicion para

cualquier aclaracion.

Atentamente,

‘-,?@\)EL

—F\
;ﬂ%@a/n/do;ﬁovar Palacio

Departariiento de Fisiologia de la Nutricion

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



NSTITUTO NACIONAL DE
IIENCIAS MEDICAS
! NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Ciu’da'd‘ de México,Aa 17 de enero de 2019.

DR ARMANDO TOVAR PALACIQ )
DEPTO /DE FISIOLOGIA DE LA NUTRICION
P resente. ;

Q

Estimado Dr. Tovar:

REF: CICUAL FNU-1379-14/18-1

RAE NN ~

Este comité ha dictaminado NO APROBAR el adendum, a su proyecto intitulado
«ESTUDIO IN VITRO E IN VIVO DE LA PARTICIPACION DEL EJE Ang-(1-7)
RECEPTOR MAS SOBRE LA DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS BEIGE EN LA
OBESIDAD”, es necesario incluir el nimero de animales que se van a utilizar.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Avenida Vasco de
Juiroga No. 15
Zolonia Belisario
Dominguez Seccion XV
Selegacidn Tlalpan
Zoddigo Postal 14080
Ziudad de México

Tel. (52-55)54870900

NWW.INCMANSZ.mX

2\8&0 o

Atentamente,

Dra. rma Bdbadilla Sanagyal
Coordinadora del CoRjité Interno para el Cuidado y Uso de
|Qs Animales de Laboratorio.

c.c.p. M\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

NAB/nom

3
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INSTITUTO NACIONAL DE

CIENCIAS MEDICAS i Ciudad de México a 11 de enero del 2019
Y NUTRICION .

SALVADOR ZUBIRAN )

Comision de Investigacién en Animales del Instituto Nacional de éienpias Meédicas y Nutricion
Salvador Zubiran, : B
PRESENTE: | e

& Por este medio, me‘permito enviar este adendum a la éomisién de Investigacion en
Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran sobre el
protocolo experimental: »
= “Estudio in vitro e in vivo de la participacion del eje Ang-(1-7)/Receptor Mas sobre la
diferenciacion de adipocitos beige en un medelo de obesidad en ratén”
Con clave de protocolo FNU-1379-14/18-1

Durante el desarrclio de este prdtocols, que forma parte de la tesis doctoral de mi alumna
Ariana Elizabeth Vargas Castillo, hemos ‘obtenido datos inesperados aunado a que conforme
obtuvimos resulfados, hemos tenido, que ajuétar“ios tiempos de los tratarnientos evaluados, que
nos han llevado a sglicitar una mayor cantidad de animales, superénd@ la cifra acordada para la
aprobacion del protocolo. Es por ella que me permito explicar a continuanién, los puntos que nos

lieveron a solicilar mas animales.,

Para los estudios cronicos de los raiones tratados con caplopril y con angiotensina-(1-7),
an el protocolo 1379 describimos un tratamientd de un mes, sin embargo, al medir los genss
marcadores del browning, observamos en fodos los grupos que la expresidn de los genes va se
encontraba a la baja. Por lo tanto, probamos con tratamientos mas cortos, es decir, durante 3
dias. En consecuencia, fuvimos que so!icitar/ otros ratones C57BL/G. Esta medida fue un éxito, ya
que aprendimos qus los genes del browning se pusden medir en tralamientos agudos vy las

proteinas para sstudios crénicos.

M8, BACiomaT ,
P g . DE e
MEDICAS ¥ WiTRIC g |

LALYALDDR ZUBimAn»

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XV
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Ciudad de México
Tel. (52-55)54870900
www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Para la administracion de los tfatamientos, se siguid la metodologia descrita en el protocolo 1378,
solamente que en lugar de 30 dfas de trét\amiento, se hizo en 3 dias.

Adiclonalmente, se realizaron estudios en el equipo Seahorse para medir los efectos de los
tratamientos, captopril y angiotensina-(1-7), sobre la respiracién mitocondrial en los adipocitos
diferenciados a partir de la fraccion estromal de la grasa subcuténea de los ratones C57BL/6. Cabe
mencionar que el equipo Seahorse llego al laboratorio en el afo 2017, que es posterior a la
aprobacidn del protocolo y la ihfcsTmacién obtenida a partir de este equipo, es muy valiosa para
complementar la hipdtesis del proyecto. Para medir los efectos de los tratamientos en el Seahorse,

, inicialmente se estandarié el cultivo primario de los adipocitos diferenciados a partir de las células
del estroma vascular en las placas de 96 pozos especiales para el equipo Seahorse (cuyo tamafio
de pozo es aln-menor que una placa de 96 poéos convencional); esto significé un reto para mi
alumna, dado que a través de ensajdsmde p?ueba y error fue afinando el cultivo. Posterior a la
estandarizacion del cultivo, se tuvo que estandarizar la concentracion de los compuestos que se
ufilizan en el ensayo ‘MitoStress, gue consiste en interrumpir ve;riaﬁs{ proteinas de la cadena
respiratoria. Debido g esto, se tuvo que pedir en varias ocasiones ratones C57BL/6. Dado que este
tipo de experimentos es la primera vez que se hacen en el laboratorio, optamos por preguntar z los
asesores de ia empresa para gue nos orientaran, sin embargo ninguno pudo proporcionarnos
informacidn sobre este tipo de cullivo primario. Es por elio que nos fomd un tiempo y varios ratones,
poder obtener los resultados.

Para la obtencidn del tejido para hacer el cultivo, los ratones se sacrificaron mediante una
scbredosis de sevofluoranoc y se disectd el area inguinal de cada lado de las patas para obtener el
tejido adiposo subcutaneo. Posteroments, el tejido se disgregd en una solucién de colagenasa al
0.1% por 35 min a 37°C en agitacion, se ﬁltré y se centrifugd a 1400 rpm por 15 min, seguido de 2
lavados. Finalmente, el pellet de células corresponden al estroma vascular y se sembraron en un

flask de 25 cm2 con la finalidad de expandir las células y tener suficientes para completar los

~

-

experimentos.
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Finalmente, agradezco su apoyo al proporcionar los animales para haber completado los

experimentos de ambos protocolos. Agradézco el favor de su atencién y me pongo a sus 6rdenes

para cualquier aclaracién,

L

Avenida Vasco de
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Atentaménte
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‘Tﬁ;mando Tovar Palacio

-Jefe del Departamenio de Fisiologia de la Nutricién



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN ‘ Ciudad de México a 10 de enero del 2019

Comisién de Investigacién en Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy Nufricién
Salvador Zubiran, . ‘
PRESENTE: ‘

a Por este medio, me permito enviar este adendum a la Comisién de Investigacion en
Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran sobre dos

protocolos experimentales.

. -~

= “Estudio in vilro e in vivo de la pariicipacién del eje Ang-(1-7)/Receptor Mas sobre la
diferenciacion de adipocitos beige en un modelo de obesidad en raton”
Con clave de protocolo FNU-1379-14/18-1

= Efecto de la Angiotensina-(1-7) sobie la diferenciacion de adipocitos beige en ratones
knock out del receptor Mas y en ratas que sobreexpresan Angiotensina-(1-7).
Con clave de protocolo FNU-1811-1 8/191 '

Durante el desarrollo de estos proiocolos, que forman parte de la tesis doctoral de mi
alumna Ariana Elizabeth Vargas Castillo, han surgido mas interrogantes, hemos ajustado los
flempos de lds tratamienios, por lo tanio, se incrementaron la cantidad de grupos, o bien, hemos
obtenido datos inesperados que nos han llevado a solicitar una mayor cantidad de animales, gue
supera a la cifra acordada para la aprobacién de ambos protocolos. Es por ello que me permito

explicar los puntos que nos llevaron a solicitar una mayor cantidad de animales.

Para los estudios crénicos de los ratones tratados con captopril y con Angiotensina-{1-7),
en el protocolo indicamos un tratamiento de 1 mes, sin embargo, al medir la expresién de los
genes marcadores del browning, observamos que en todos los grupos ya se enconfraban en

cantidades muy pequefias. Por lo tanto, probamos con tratamientos méas cortos, es decir, durante 3
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SALVADOR Z'éiﬁdgl‘@éto significé un incremento en la can’ndad de ratones C57BL/6 (protocolo 1379) y de ratones

KO del receptor Mas (protocolo 1811). Esta medida fue un éxito, ya que aprendimos que los genes
del browning se pueden medir en tratamientos agudos y las proteinas para estudios crénicos.
Para la administracion de los tratamientos, se siguié la metodologia descrita en ambos protocolos,

solamente en lugar de 30 dias de tratamfento, se hizo en 3 dias.

s Adicionalmente, se realizaron estudios en el equipo Seahorse para medir los efectos de los
tratamientos, captopril v angiotensine—(1-7) sobre-fa respiracidon mitocondrial en los adipocitos
diferenciados a parlir de la grasa subcutanea de los ratones C57BL/6 (protocolo 1379) y de ratones
KO del receptor Mas (protocolo’ 1811). Cabe mencionar que el equipo Seahorse llegd al laboratorio
en el afto 2017, que es posterior a la aprobacién de ambos protocolos y {a informacién obtenida a
partir de este equipo, es muy valiosa para complementar la hipotesis del proyecto. Para poder
medir los efectos de los tratamientos en el Seahorse, inicialmente se tuvo que estandarizar el
cultivo primario de los adipocitos diferenciados a partir de las células del estroma vascular en las
placas de 96 pozos dei Seahorse (cuyo tamafio de pozo es alin menor que una placa de 96 pozos
convencional); esto significé un reto para mi alumna, dado que a través de ensayos de pruebay
error fue afinando el cultiveo. Posterigr a‘la estandarizacion devl cultivo, se tuvo que estandarizar la

concentracion de los compuestos que se utilizan en el ensayo MitoStress, que consiste en

interrumpir varias proteinas de la cadena respiratoria. Debido a esio, se tuvo que pedir en varias

ocasiones ratones de ambos protocolos. Dado que este tipo de experimentos es la primera vez que
se hacen en el laboratorio, optamos por preguntar a los asesores de la empresa para due nos
orientaran, sin embargo ninguno pudo proporcionarnos informacion sobre este tipo de cultivo
primario. Es por ello que nos tomd un fiempo vy varios ratones, poder cbtener los resultados.

Para la obtencién del tejido para hacer el cultivo, los ratones se sacrificaron mediante una
sobredosis de sevofluorano y se disectd el area inguinal de cada lado de las patas para obtener el
tejido adiposo subcutaneo. Posteriomente, el tejido se disgregd en una sclucion de colagenasa al
0.1% por 35 min a 37°C, se ﬁ!tréty se centrifugd a 1400 rpm por 15 min, seguido de 2 lavados.
Finalmente, el pellet de células corresponden al estroma vascular y se sembraron en flask de 25

cm?2 con la finalidad de expandir lascélulas y tener suficientes para hacer los experimentos.
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Por otra parte, encontramos gue ¢! estudie llévado a cabo en ratas nos dejé varias dudas

sobre si los animales que sobreexpresan la Ang-(1-7) tienen mayor browning gque una rata Wild

type, por lo que tuvimos que darles up estimulo para activar el fenémeno de manera natural, en

este caso, fue el frio. Por 16 tanto,-selicitamos més ratas fransgénicas que sobreexpresan

Angiotensina-(1-7), del protocolo 1811, para hacer un estudio en el cuarto frio durante 3 y 24

LY

horas. Al final, obtuvimos un dato inesperado, pero muy interesante que nos ha ayudado a

completar la historia de lo qué ocurre en el estudio de las ratas.

Para el

estudio en el cuarto frio, las ratas se colocaron en jaulas individuales en un cuarto frio a

4°C por 3 y otras por 24 horas,"El biéhestar de las ratas fue monitoreando constantemente, se

vigilé que los animales no manifiesten sefiales de automutilacién, anorexia, deshidratacion,

hiperactividad, postracién o suefio prolongadc o comportamiento agresivo - defensivo.

Transcurrido el tiempo en el cuarto frio, las ratas se sacrificaron escalonadamente mediante una

sobredosis de sevofluorano. Se obtuvo el higado, mUsculo esquelético, el tejido adiposo visceral

(gonadal vy retrbperitoneal) y subcutdneo localizado en la zona inguinal e intercostal de todos los

grupos,

asi como tejido adiposo pardo. Las muestras se congelaron en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -70°C hasta el dia de las determiraciones.

&

Finalmente, agradezco su apoyo al proporcionar los animales para haber completado los

experimentos de ambos protocolos. Agradezco el favor de su atencidén y me pongo a sus 6rdenes

para cualquier aclaracion.
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Atentamente

%ndo Tovar Palacio

Jefe del Departamento de Fisiologia de la Nutricion
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Dr. Armando Tovar Palacio
Depto. de Fisiologia de la Nutricion
Presente.

Estimado Dr. Tovar:

NN

Ve

“2014, Afio de Octavio Paz”

b

México, D. F., a 10 de Diciembre del 2014.

REF.: CINVA 1379, Clave FNU-1379-14/18-1

Habiendo dado respuesta de manera satisfactoria a todas las observaciones de su Protocolo de

Investigacion Experimental titulado:

“ESTUDIO IN VITRO E IN VIVO DE LA PART}CIPACI()N DEL EJE Ang-(1-7) RECEPTOR MAS SOBRE LA
DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS BEIGE EN LA OBESIDAD.”

Este comité ha dictaminado aprobarloa partir de esta fecha.

Sin mas por el momento quede de usted. A

e

‘ J
Q@c\b(ﬁw\bﬂip rows

Atentamente,

Dr. Gerardo Gamba, Director dé investigacion

Dra. Ma. Elena Flores, Encargada del Bioterio

6] 12 4
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""México, D.F. a 2 de diciembre de 2014

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacién en Animales
Presente. .

AR

Estimada Dra. Bobadilla: .

A continuacién le respondo cada punto que solicité después de analizar el Protocolo de Investigacion
Experimental titulado:

“Estudio in vitro e in vivo de la participacion del eje Ahg-(1-7)IReceptor Mas sobre la
diferenciacion de adipocitos beige en la obesidad”

a) Es necesario justificar el tamafo.de muestra.

Dado que el tema de investigacién es nuevo, seria la primera vez que se estudia al sistema renina
angiotensina en el proceso de browning, por lo tanto, se tomé como referencia los datos de las graficas del
articulo de Zhang y cols, 2014, para calcular el tamafio de muestra. En dicho estudio, utilizaron como
estimulo a la irisina, que es un péptido capaz de inducir-el browning y se cuantificé con la medicion de
varios genes caracteristicos del fenotipo pardo, algunos de esos genes también se medirdn en este
proyecto, tales como el gen UCP-1, Tmem26 y Cidea.

Para calcular el tamafio de la muestra, se emple6 la férmula para comparacién de medias:

© 252(Za+ ZB)?

. s
Donde: ] e
n = el valor del tamafio de la muestra
s = varianza
Za=1.96
Z3 =0.84 ]
A = diferencia de magnitud entre medias de los tratamientos (amplitud).

Después de aplicar la formula con un error alfa de 0.05 y un poder del 80% con los datos de los 3 genes,
se caloulé una n de 1, 10 y 15, respectivamente para cada gene. Con la finalidad de reducir el nimero de
animales, se tomara en cuenta un valor de muestra de 10 ratones de la cepa C57BL/6 para cada grupo
experimental de este proyecto. :

«

b) En relacién a la toma de muestra de sangre del corazén, explicar como se realizara, no
menciona que se hara bajo anestesia. ‘

Transcurridos los 4 meses del estudio, los ratones seran sacrificados mediante la inhalacion de CO, dentro de
una camara dedicada a este procedimrento. Inmediatamente, se tomaran muestras de sangre por puncion
cardiaca a través de una incisién en la cavidad toracica, para posteriormente separar el plasma y cuantificar
parametros bioquimicos como la glucosa, triglicéridos, colesterol HDL y LDL, mediante pruebas enzimaticas
(Unicamente se hara puncién cardiaca el dia del sacrificio, después de haber sacrificado al animal).

¢) El titulo deberia incluir la especie animal con la que se va a trabajar.

El titulo quedaria asi:




“Estudio in vitro e in vivo de la participacién del eje Ang-(1-7)/Receptor Mas sobre la diferenciacion de adipocitos
beige en un modelo de obesidad en raton”.

d) Investigadores participantes: Unicamente se encuentran el Dr. Armando Tovar (como
investigador principal) y la Dra. Nimbe Torres (como investigador asociado). Favor de
incluir todos los investigadores que van a participar y especificar Ios nombres delos
estudiantes que estaran vinculados al protocolo

Hemos agregado a la alumna que desarrollara el estudlo M. en C. Ariana Ellzabeth Vargas Castillo y al Dr.
Enrique Hong, del Cinvestav-sur como mvestlgador asociado, dado que es co-tutor de la alumna en dicha
institucion. -

e) No se menciona el patrocinio del estudio.
El proyecto sera financiado con el presupuesto del Departamento de Fisiologia de la Nutricién.
& - .

f) Vigencia del protocolo: en la propuesta se indica en la pagina 13, inciso G que durara 3
meses, sin embargo en’la pagina 10 indica que la fecha estimada de inicio sera el
01/09/2014 y de fin el 29/08/2048. El manual del CINVA especifica que lo maximo seran
tres afos. Se solicita corregir el periodo del estudio.

La duracién del estudio sera de 7/1/2015-7/1/2018. 3
g) Se recomienda detallar la dieta a utilizar y no Gnicamente especificar que sera una dieta
modificada a partir de las recomendaciones del AIN aumentando la composicion de
grasa (¢qué tipo de grasa?, ¢sera hipercalérica e hiperlipidica?;Si es isocalérica, qué
nutrimento van a reducir?)
Para el grupo control (Tratamiento A), se utilizara ‘una dieta con caseina al 20% (dieta AIN-93) de acuerdo a las
recomendaciones del AIN (American Institute of Nytrition) y el grupo obeso (Tratamiento B), desarrollara
obesidad inducida por dieta (OID) durante un periodo de 4 meses, los ratones consumiran una dieta basada en
la dieta estandar (AIN-93), pero modificada con un porcentaje alto en grasa saturada (16.5%), la cual se
preparara en el laboratorio. La dieta es hipercalérica, el componente incrementado es la manteca (grasa
saturada) y el componente reducido son los carbohidratos: almidén, maltodextrina y sacarosa.

Componentes Dieta ‘ Componentes OID

Colina 0.25 ’ 0.25

Aceite de soya 7 Aceite de soya 7

Maltodextrina _

Caseina 20 . Caseina . 24 .55

TOTAL 100




h) Se plantea tener un grupo de dieta control, otro llamado obeso y luego cuatro mas de
obesos mas un farmaco, ipor qué no utilizan los grupos control respectivos con los
diferentes farmacos para ver el efecto per se del farmaco sin obesidad?

Se han agregado los respectivos grupos que recibiran dieta control y los distintos tratamientos, de 6 grupos

propuestos inicialmente, ahora en total serian 10 grupos: .
Tratamiento A (Control, dieta estandar) :

Tratamiento B (Obeso, dieta alta en grasa saturada)

Tratamiento C (Control + Captopril 40 mg/kg) .

Tratamiento D (Control + Losartan 10 mg/kg)

Tratamiento E (Control + Ang-(1-7) 560 pg/kg/dia)

Tratamiento F (Obeso + Captopril 40 mg/kg)

Tratamiento G (Obeso + Losartan 10 mg/kg)

Tratamiento H (Obeso + Ang-(1-7) 560 ig/kg/dia)

Tratamiento | (Control + Tratamiento + A779 24 ug/kg/dia)

0. Tratamiento J (Obeso + Tratamiento + A779 24 ug/kg/dia)

20N ON=

Ld

i) Favor de especificar el procedimiento_de la prueba de tolerancia oral a la glucosa. ¢De
dénde se hara la toma de muestra sanguinea? ¢los animales seran anestesiados?

La prueba de tolerancia oral a la glucosa se realiza en animales con ayuno de 8 h. Inicialmente se toma una
muestra de glucosa sanguinea basal a partir de un piquete con una aguja en la punta de la cola,
Gnicamente se toma una gota de sangre y se coloca en una tira reactiva de glucosa (que sera cuantificada
por un glucémetro). Los animales no serén anestesiados, ya que al tomar la muestra de esta manera
aunado a una adecuada manipulacion, se evita el estrés de los animales. Posteriormente, se administra una
‘carga de glucosa (dosis: 3 g/kg) por via intraperitoneal (el volumen de administracién sera de 0.01 ml/g) y
durante cada media hora dentro de un lapso de 2 h se cuantificara la glucosa sanguinea, Unicamente se
removera la costra (formada en la punta de la: cola por el piquete, y se hara un masaje ligero para extraer
una gota de sangre. La glucosa sanguinea se cuantificara a través de tiras reactivas y un glucémetro.

j) En el protocolo se especifica que se tomaran muestras de sangre por puncion cardiaca
para posteriormente separar el plasma y cuantificar parametros bioquimicos. ¢Esto se
hara el dia del sacrificio? ¢Los animales estaran anestesiados?

Transcurridos los 4 meses de! estudio, los ratones seran sacrificados mediante la inhalacion de CO, dentro
de una céamara dedicada a este procedimiento. Inmediatamente, se tomaran muestras de sangre por
puncién cardiaca a través de una incisién en la cavidad toracica, para posteriormente separar el plasma y
cuantificar parametros bioquimicos como la glucosa, triglicéridos, colesterol HDL y LDL, mediante pruebas
enziméticas (inicamente se hard puncién cardiaca el dia del sacrificio, después de haber sacrificado al
animal).

k) Los criterios de seleccion de protocolo estdn mal redactados. Dice “A) Ser ratones
macho... B) Ser ratones hembra... C) Se eliminaran del estudio los ratones que no
aumenten de peso que presenten un bajo peso, en comparacion con los ratones que
reciban dieta esta”. A) son los de inclusién B) son los animales de exclusién y C)
seguramente van aumentar de peso por crecimiento, los investigadores se refieren a
que si no aumentan de peso en la dieta ata en grasa en comparacion con los de la dieta
control, sin embargo, con los diferentes farmacos ;se espera que no aumenten de
peso? ;Si no aumentan los eliminaran?

A) Como criterio de inclusion se tomaran en cuenta: ratones machos de la cepa C7BL/6 de cuatro semanas
de edad, de peso entre 15-17 g.

B) Como criterio de exclusion se tomara en cuenta: ratones hembra de la cepa C57BL/6.




C) Como criterio de eliminacién se tomara en cuenta: ratones C57BL/6 que no aumenten de peso después
de recibir la dieta alta en grasa los primeros 3 meses del periodo de induccién de obesidad, en comparacion
con los ratones que reciban dieta estandar. En cuanto a los tratamientos, se administraran durante el dltimo
mes de la induccién de obesidad, es decir, al 4to mes y si se espera que no suban mucho de peso durante
ese mes, pero durante los primeros 3 meses deben de incrementar de peso los ratones que reciban la dieta
alta en grasa en comparacion con los ratones que reciban la dieta estandar.

1) Correglr sintasa de 6xido nitrico endotelial en Iugar de epitelial.
Se ha corregido en la seccién de antedecentes.

m) Corregir el protocolo experimental, dado que se repite dos veces.
Se ha corregido el protocolo experimental. -

n) Describir criterios de punto final y disposicién de cadaveres.

Criterios de punto final

Se tomara en cuenta que los tratamientos a evaluar tienen un efecto modesto en la reduccion del peso
corporal, por lo que es de esperar que éste, cambie, aunque no mas de un 20%. Ademas, las dosis a
utilizar, son las que mayormente se reportan en la literatura en raton y no se ha reportado un efecto téxico.

.Sin embargo, como cirterios de punto fi final, se pueden considerar ciertas variables, por ejemplo: el peso

corporal, cambios en la conducta motora, el consumo de alimento, el consumo de agua, la temperatura, que
presente convulsiones o hemorragias, entre otras. La escala sera la siguiente y se asignara un score final al
cuantificar los valores asignados a cada variable. -

0 si es normal.

1 si el parametro en cuestién se ve ligeramente alterado

2 si esta afectado

3 si estd muy afectado.

Cuando un score sea de 3 en alguna variable o que en total sumen >5 como score final, se considerara que
al animal habra que hacerle la eutanasia (asfiXia con CO»)

FN

Disposiciéon de cadaveres .

Los cadaveres de los animales se almacenaran en bolsas amarillas para reSIduos sélidos patoldgicos y se
llevaran a un congelador destinado para el desecho de dichos residuos, para posteriormente ser entregados
a la empresa contratada para su manejo posterior.

o) Especificar si los animales permaneceran en el bioterio durante todo el estudio.
Los animales permaneceran en el bioterio durante todo el tiempo del experimento.

0

Hemos corregido lo solicitado en el Sistema de Latis y en el Formato. rapido de apoyo para la solicitud de
proyectos. .

Sin mas por el momento, quedo a sus érdenes.

Atentamﬁsnte,

————

e

Jefe del Departamento de FlSloIogla de la Nutricion
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Dr. Armando R. Tovar
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Peresente.

Estimado Dr. Tovar:
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14 0CT 2014
DIRECCION DE

__INVESTIGACION |

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacién Experimental titulado:

“Estudio in vitro e in vivo de la participacion del eje Ang-(1-7)/Receptor Mas sobre la

diferenciaciéon de adipocitos beige en la obesidad.”

Este comité ha dictaminado dejar Pendiente la aprobacién hasta que se aclaren los siguientes

puntos:

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVi
Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

Es necesario justificar el tamano de muestra.

En relacién a la toma de muestra de sangre del corazon explicar como se
realizard, no menciona que se hara bajo anestesia.

El titulo deberfa incluir la especie animal con la que se va a trabajar.

Investigadores participantes: Unicamente se encuentran el Dr. Armando Tovar
(como investigador principal) y la Dra. Nimbe Torres (como investigador asociado).
Favor de incluir todos los investigadores que van a participar y especificar los
nombres de los estudiantes que estardn vinculados al protocolo.

No se menciona el patrocinio del estudio.

Vigencia del protocolo: en la propuesta se indica en la pagina 13, inciso G que
durara 3 meses, sin embargo en la pagina 10 se indica que la fecha estimada de
inicio serd el 01/09/2014 y de fin el 29/08/2018. El manual del CINVA especifica
que lo méaximo seran 3 afios. Se solicita corregir el periodo del estudio.

Se recomienda detallar la dieta a utilizar y no Unicamente especificar que serd una
dieta modificada a partir de las recomendaciones del AIN aumentando la
composicién de grasa (¢qué tipo de grasa?, éserd hipercaldrica e hlperllpndxca? éSi
es isocalérica, qué nutrimento van a reducir?

Se plantea tener un grupo con dieta control, otro llamado obeso y luego cuatro
més de obesos mas un farmaco, épor qué no utilizan los grupos control
respectivos con los diferentes farmacos para ver el efecto per se del farmaco sin
obesidad? .

Favor de especificar el procedlmlento de la prueba de tolerancia oral a la glucosa.
¢De dénde se hard la toma de muestra sanguinea? ¢los animales seran
anestesiados?.




i) En el protocolo se especifica gue se tomaran muestras de sangre por puncién
ISTITUTO NACIONAL DE cardiaca para posterlormente separar el plasma y cuantificar parametros
F{EESCJATSR“?ECD:%Aﬁ ' bioquimicos. ¢Esto se hara el dia- del sacrificio? ¢élos animales estardn
'SALVADOR ZUBIRAN anestesiados?

k) Los criterios de seleccion de protocolo estan mal redactados Dice “A) Ser ratones
macho... B} ser ratones hembra... C) se eliminardn del estudio los ratones que no
aumenten de peso o que-presenten un bajo peso, en comparacion con los ratones
que reciban dieta esta.”, A) son los de inclusidn B) son los animales de exclusiony
C) son los animales de eliminacion. Ademds, los ratones son muy jovenes,

N seguramente van a aumentar de peso por crecnmxento jos investigadores se
refieren a que si no aumentan de peso en la dieta alta en grasa en comparacion
con los de la dieta control, sin embargo, con los diferentes farmacos ¢se espera
que no aumenten de peso? ¢Sino aumentan los eliminaran?

) Corregir Sintasa dé %xido nitrico endotelial en lugar de epitelial

m) Corregir el protocolo experimental, dado que se repite dos veces.

n) Describir criterios de punto final y disposicion de caddveres.

o) Especificar si los animales permaneceran en el bioterio durante todo el estudio.

Es importante que las correcciones las haga en el Sistema de Latis y envie una carta especificando
la respuesta a cada punto solicitado. " 7
Su'proyecto queda registrado en esta Institucién como CINVA 1379, Clave: FNU-1379-14/18-1.

E]

Sin mds por el momento quedo de usted.

Atentamente,

Dra. Nefma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

5

c.c.p. Dr.Gerardo Gamba;“Director de Investigacion
Dra. Ma. Elena Flores, Jefe del Bioterio

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVI
Delegacidén Tlalpan
‘México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
www:incmnsz.mx
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Titulo del Protocolo: “‘Estudio in vitro e in vivo de la participacion del eje Ang-(1-7)/Receptor

Mas sobre la diferenciacion de adipocitos beige en un modelo de obesidad en raton”

.

Propuesté:

b} Renovacién

Investigador Responsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular

|"Dr. Armando Roberto Tovar Palacio

Institucién de Adscripeién

Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
Nutricion “Salvador Zubiran”

Departamento de Adscripcién
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Enrique Hong Chong Doctor 54832864 ehong@cinvestav.mx
t 4

Estudiantes
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N

£

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1)  Institucién en donde se realizara ei proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”
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2) Objetivos generales y especificos del protocolo:

Objetivo general. ,
Determinar la participacion y el mecanismo potencial mediante el cual el eje Ang-(1-7)/Receptor
Mas pueda estar influyendo en el fenémeno de diferenciacion de adipocitos beige en un modejo
in vitro y en un modelo in vivo de obesidad en ratén. )
Objetivos especificos. - : .
1. Evaluar e! efectc del captopril y losartan sobre el peso corporal, la ingesta caldrica, la
tolerancia a la glucosa ywek gasto energético en un modelo de obesidad en raton
inducido por dieta (OID) alta en grasa.

2. Determinar el efecto del captopril y losartan sobre la concentracion sistémicafy local
(plasma y tejido adiposo subcutaneo, respectivamente) de la Ang-(1-7) y Ang i
mediante la técnica de electroforesis capilar.

3. Determinar el efecto del captoprit y/o losartan, via el receptor Mas, sobre la
diferenciacion de . adipocitos blancos a beige mediante el estudio de la morfologia y
tamafio de adipocitos subcutéaneos a través de andlisis histoldgicos y de miscroscopia
electrénica.

4. Determinar el efecto del captopril .y/o losartan, via el receptor Mas, sobre la
diferenciacion del adipocito blanco a beige mediante {a cuantificacién de la expresion
del ARNm de PPARY, genes “brown like” y genes especificos de los adipocitos beige a
través de la técnica de PCR en tiempo real.

5. Determinar el efecto del captopril y/o losartan, via el receptor Mas, sobre la
diferenciacion del adipocito blanco a beige mediante la cuantificacion de la expresion
proteica de PPARy, UCP-1y Tbx1 a través de la técnica de Western blot.

6. Determinar el efecto del captopril y/o losartan, via el receptdr Mas y dctivacion de la
NOS .sobre la diferenciacion del adipocito blance a beige mediante la cuantificacion de’
la actividad de la NOS vy la cantidad de nitritos a partir del tejido adiposo subcutaneo.

3)  Justificacian del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

Existe evidencia experimental de la relacién entre los adipocitos pardos y beige respecto a la
obesidad. Se conoce que los animales con mayor cantidad de adipocitos pardos y beige son
mas resistentes al desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2. De manera opuesta, los animales
con menos adipocitos pardos y carentes de receptores B-adrenérgicos son mas susceptibles a
desarrollar ambas enfermedades. Por lo tanto, investigar los mecanismos que incrementen la
actividad de adipocites pardos y beige, o bien aumenten la diferenciacion de adipocitos beige -
constituye un nuevo campod de estudio para las nuevas alternativas de tratamiento de la
obesidad. '

Existen varios estimulos capaaes de activar la diferenciacidén de adipocitos beige, tales como el
frio y la estimulacion Bs-adrenérgica, sin embargo esta Gitima no fue exitosa en los ensayos
‘clinicos. Por otra parte, hay informacion en la literatura que sugiere que el SRA tiene influencia
la diferenciacién de adipocitos beige, aunque no ha side demostrado experimentalmente.
Primeramente, hay que tomar en cuenta que existe un SRA local en el tejido adiposo. Segundo,
el eje Ang-(1-7)/Receptor Mas es capaz de activar PPARy, el cual es necesario para la
diferenciacion y activacién de los adipocitos beige. Tercero, la Ang-(1-7) puede liberar ON via el
receptor Mas, el ON promueve la génesis mitocondrial y activa a los adipocitos pardos. Por lo

2
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tanto, en este trabajo se propone que el eje Ang-(1-7)/Receptor Mas estd participando en la
diferenciacién de adipocitos beige y en parte podria explicar el efecto de los inhibidores de la
ECA vy los antagonistas del receptor AT,-sobre-la disminucién del peso y el mejoramiento de la
sensibilidad a la insulina.

El fenémeno de diferenciacion a adipocitos beige implica un mecanismo de reprogramacion
genémica. Este mecanismo podria ser utilizado como estrategia-terapéutica que prevenga el
desarrollo excesivo de adipocitos blancos y aumente la cantidad de adipocitos beige. Por lo
tanto, entender los mecanismos moleculares de diferenciacion a estas células constituye un
tema de importancia en:la salud_humana dada la creciente prevalencia de la obesidad y
diabetes tipo 2 a nivel nacional y ‘mundial. Aprovechando la plasticidad de los adipocitos
blancos y beige, y su capacidad tnica para cambiar de fenotipo y funcién, se estudiara si el eje
Ang-(1-7)/Receptor Mas induce la diferenciacion de adipocitos beige y por lo tanto incrementa la
cantidad de adipocitos beige.

4) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A

Experimentos o ejercicios de ensefianza que involucran animales invertebrados, embriones de
vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrollo, 6rganos aislados, tejidos y células vivas.

Categoria B. .
Experimentos o ejercicios de ensefianza  que se espera produzcan poca o ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C - T e -

Experimentos o ejercicios de ensefianza que provocan angustia Jeve, molestia o dolor leve de
corta duracién en animales vertebrados.Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencién adicional en proporcion del nivel y la duracién de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables.Los ejercicios de ensefianza que involucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacion de sus objetivos académicos.

Categoria D

Experimentos gue provocan angustia, molestia o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que aseguren que las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicen o se eliminen.

Categoria E .

Procedimientos que involucran infligir .angustia severa o dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran sin la justificacion completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

Para mas informacioén consuitar: wwve.coac. ca/Documents/Standards/Guidelines/Spanish/ANEXIEB odf
! L

Categoria: | A [B: X i C: | D: | E:

5) Justificacién de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s’, remplazo, reduccion y refinamiento.
Para mayor informacion consultar: .

http://ec.europa,eulheaIth/opinions/en/non-human—primates/qlossa ry/tuvithree-rs-principle.htm
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Se ha tomado la decision de utilizar ratones, dado que el proyecto inicialmente se
realizara en células adiposas para ver si los tratamientos evaluados promueven la
diferenciacion de adipocitos blancos a beige, sin embargo, es de suma importancia
evaluar los compuestos en un modelo.in vivo de obesidad, debido a que esta
enfermedad involucra varios sistemas y esta relacionada con otras patologias como la
resistencia a la insulina y la hipertensién; un organismo completo puede proveer un
ambiente mas complejo y real, a diferencia de un tejido, donde se observarian los
efectos de manera directa, sin la influencia de otros sistemas. Ademaés, queremos
saber si los tratamientos promueven una disminucién de peso, un mejoramiento en la
tolerancia a la glucosa y urnraumento del gasto energético. Adicionalmente, en la
literatura cientifica, para este tipo de estudios se utilizan ratones y principalmente de la
cepa C57BL/6. DR

Los animales no seran sometidos a estrés cronico y tnicamente para 2 grupos
experimentales (de 10 grupos) habra un procedimiento invasivo (colocacion de una
mini bomba osmética de infusion via subcutanea), en el que previamente seran
anestesiados. -

L%

8) Describir como se realizara la transportacién o movilizacion de los animales
experimentales, en caso de ser necesario. .
No se requerira el transporte o movilizacion de animales.
7) Mencione el nimero y las especies animales, asi como el género que seran usados en
las actividades de este protocolo.
Género — Especie. +Cantidad Rango de peso ,Raﬁgo de edad | Sexo
Mus musculus (cepa 100 20259 3-4 semanas machos
C57BL/6) - .
No. de Grupos experimentales: 10 S
No. de animales por grupo: *| 10
No. TOTAL DE ANIMALES: 100
8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el bioterio.
Los animales permanecerdn en el bioterio aproximadamente seis meses.
9) Procedimientos que se realizaran con los animales.
Procedimiento NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.
Restriccién de agua y/o alimento por mas de 8 X :
horas. A ]
Toma de muestra sanguinea. X | Unavez inmediatamente después

del sacrificio mediante puncién

4
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cardiaca para cuantificar
parametros bioquimicos
Colocacion de canula. X
Técnica para modificar conducta. X
Inoculaciones de agentes. X | Tratamiento por un mes de Ang-

: (1-7) 0 A779 (compuestos
peptidicos) mediante mini bombas |.
osmdticas de infusién por via

-t . . subcutanea. :

Procedimientos quirirgicos con requperacion. X | Tratamiento por un mes de Ang-
(1-7) o A779 (compuestos
peptidicos) mediante mini bombas
osméticas de infusidn por via
subcutanea.

Procedimientos quirlrgicos sin recuperacion. .~ _| X

Uso de adyuvantes (indicar cual) X

Estudios LD50 o ID50 X

Restriccion fisica (méximo 6 horgs)~ =~ X

Restriccion fisica (menos de’6 horas) X

Confinamiento o aislamiento X | Unicamente durante la prueba de
calorimetria, se mantendran solos

] en una jaula durante un dia.

Produccion de anticuerpos monoclonales o X

policlonales.

Induccién de lesiones X

Agentes teratogénicos o carcinogénicos X

Sustancias guimicas téxicas X

Implantes X

Estudios estereotaxicos. X

Otros: .

10) Describir detalladamente 08 piucedimicntos & realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracion o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacién y volumen de toma de muestra, etc.

Los ratones C57BL/6 se dividiran en 10 grupos:

Tratamiento A (Control): Dieta con caseina al‘20% (AIN-93) de acuerdo a las recomendaciones

del AIN (American Institute of Nutrition).

Componentes

Dieta control

| -Cisteina

0.3

Colina

0.25

Vitaminas

1

Celulosa

5

Minerales

3.5

Aceite de soya

7

Almidon

39.7

Maltodextrina

13.2
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Sacarosa 10
Caselna 20
TOTAL . . 99.95

Tratamiento B (Obeso): El grupo gue desarrollara.obesidad inducida por_dieta (OID) durante un
periodo de 4 meses, los ratones consumiran Una dieta basada en la dieta estandar (AIN-93),
pero modificada con un porcentaje alto en grasa (17%), la cual se preparara en el laboratorio. |
La dieta es hipercalérica, el componente incrementado es la grasa saturada (manteca) y el

componente reducido son los carbohidratos: almidén, maltodextrina y sacarosa.

Componentes OID
L-Cisteina . 035
s ‘ Colina , 0.25
‘ A Vitaminas - 1
Celulosa 5
. ‘Mifierales 35
Aceite de soya 7
Almidén 26.42
, ‘ Maltodextrina '8.78
Sacarosa 6.65
Caseina 24.55
Manteca 185
TOTAL 100

e

Tratamiento C (Conftrol + Capfopril 40 mg/kg): Los ratones recibiran la dieta estandar (AIN-93)
por 4 meses, durante el Gltimo mes recibiran el tratamiento con captopril, el cual sera
administrado en el agua de beber (via oral).

Tratamiento D (Control + Losartan 10 mg/kg) Los ratones recibiran la dieta estandar (AIN-83)
por 4 meses, durante el Ultimo mes recibiran el tratamiento con Losartan, el cual sera
administrado en el agua de beber (via oral).

Tratamiento E (Control + Ang-(1-7) 560 pg/kg/dia): Los ratones recibiran la dieta estandar (AIN-
93) por 4 meses, durante el Ultimo mes recibiran el tratamiento con Ang-(1-7), la cual sera
infundida mediante mini bombas osméticas por via subcutanea. La Ang-(1-7) es un compuesto
peptidico, es por ello el uso de las bombas de infusién.

Tratamiento F (Obeso + Captopril 40 mg/kg) Los ratones consumiran una dieta basada en la
dieta estandar (AIN-93), pero modificada con un porcentaje alto en grasa (17%). Durante el
Gltimo mes del periodo de induccién de obesidad, los ratones recibiran el tratamiento con
Captopril, el cual sera administrado en el agua de beber (via oral).

Tratamiento G (Obgso + Losartan 10 mg/kg) Los ratones consumiran una dieta basada en la
dieta estandar (AIN-93), pero modificada con un porcentaje alto en grasa (17%). Durante el
Gltimo mes del periodo de induccion de obesidad, los ratones recibiran el tratamiento con
Losartan, el cual serd administrado en el agua de beber (via oral).

Tratamiento H (Obeso + Ang-(1-7) 560 pg/kg/dia): Los ratones consumiran una dieta basada en
la dieta estandar (AIN-93), pero modificada con un porcentaje alto en grasa (17%). Durante el
dltimo mes del periodo de induccién de obesidad, los ratones recibiran el tratamiento con Ang-
(1-7), la cual seré infundida mediante mini bombas osméticas por via subcutanea. La Ang-(1-7)

6
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es un compuesto peptidico, es por ello el uso de las bombas de infusion.

Tratamiento | y J (Obesc): Después del analisis de los grupos control y obeso tratados con
captopril, control y obeso tratados con lesartan y control y obeso tratados con Ang-(1-7), se
determinara qué tratamiento promueve mejor la diferenciacion de adipocitos blancos a beige y
se continuard con la siguiente fase experimental para determinar in vivo si es mediado via
receptor Mas con los grupos Tratamiento I: Control + Tx + A779( 24 ug/kg/dia) y Tratamiento J:
Obeso + Tx + A779 (24 yg/kg/dia). En estos grupos, el antagonista del receptor Mas (A779) se
administrara mediante mini-bombas: osméticas de infusion durante las Ultimas 4 semanas del
periodo de induccion de obesidad. El antagonista del receptor Mas es un compuesto peptidico,
es por ello, el uso de las bombas dé infusién.

La implantacién de las mini bombas de infusién (ALZET®) se realizara en la parte posterior a la
escapula de los ratones, con previa anestesia con una dosis de ketamina/xilacina via
intraperitoneal. El volumen maximo de administracién por via intraperitoneal sera de 0.02 ml/g.

Todos los grupos experimeritales tendran acceso a beber agua ad /ibitum. Durante el tiempo de
induccién de la obesidad, se tendra un registro del peso corporal semanal, de la ingesta calérica
y al término se realizara una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) y una prueba en el
calorimetro.

La prueba de tolerancia oral a la glucosa se realiza en animales con ayuno de 8 h. Inicialmente
se toma una muestra de glucosa sanguinea basal a partir de un piquete con una aguja en la
punta de la cola, Gnicamente se toma una gota de sangre y se coloca en una tira reactiva de
glucosa (que seré cuantificada por un glucometro). Posteriormente, se administra una carga de
glucosa {dosis: 2 g/kg) por via intragastrica (el volumen de administracion sera de 0.1 mi/g)
utilizando una canula de metal y -durante cada media hora dentro de un lapso de 2 h se
cuantificara la glucosa sanguinea, tnicamente se removera la costra (formada en la punta de la
cola por el piquete, y se hara un masaje ligero para extraer una gota de sangre. La glucosa
sanguinea se cuantificara a través de firas regctivas y un glucometro..
14

Adicionalmente, los roedores se someteran a una prueba de calorimetria, la cual consiste en
medir constaritemente el consumo total de oxigeno (VO,) y la produccién de diéxido de carbono
(VCOy,). Estas mediciones se utilizaran para calcular la oxidacién de los carbohidratos y de las
grasas utilizando el coeficiente de intercambio respiratorio (RER = VCO,/VO,), asi como la
cantidad de calor producido en kcal/hr. Para. este experimento, los animales se colocan de
manera individual en jaulas durante 24 horas.

s

11) Si el protocolo incluye la restriccion de movimiento de los animales consientes,
indique el grado y tiempa de inmovilizacién y los dispositivos para logrario.

Los animales no se privaran de movimiento, ni se les inmovilizara.

12) Agentes ahalgésicos; anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.

Especie Agente Dosis Via de admén. Frecuencia.

Ratén Ketamina 90 mg/kg intraperitoneal 1vez

Xilacina 10 mg/kg
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13)

;Qué parametros empleara para conocer el grado de AnesteS|a 0 analgesxa del
agente a utilizar?

Se considerara que el animal esta anestesiado cuando no haya una reaccion (reflejo)
ante un pellizco de cola (gentiimente se genera presion en la porcion proximal de la
cola, puede ser con los dedos o con una pinza). Otra técnica consiste en pellizcar las
garras, ya sea con los dedos o con pinza, un animal anestesiado no debe tener una

respuesta de retiro de la pata.

Ademas, puede considerakse,que permanezca en posicién declbito dorsal sin
moverse y que las vibrisas no estén en movimiento.

También se monitorean los signos vitales, dado que la frecuencia cardiaca y
respiratoria se incrementan si no esta anestesiado.

14)

Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos (cirugias) especificar los
cuidados pre y postioperatorios (utilizacién de antibidticos, analgesicos, limpieza y
desinfeccion.

La Unica intervencidn quirtrgica que se llevaria a cabo es ia implantacion de la mini
bomba osmética de infusién en la parte dorsal del ratén (via subcutéanea) unicamente
en dos grupos experimentales.

Como medida pre-operatoria, se preparara un area limpia para llevar a cabo el

‘procedimiento quirdrgico, los instrumentos se esterilizaran, el estudiante deberé portar

guantes limpios, cubrebocas y temard medidas antisépticas en todo momento.

Se preparara al roedor de la siguiente manera: se removera el pelo en el lugar que se
vaya a implantar la mini bomba-osmotica. Luego se limpiara el area con un algodon y
alcohol para retirar el pelo excedente y debris de la piel.

Posteriormente, se procederd a anestesiar a los roedores ufilizando una mezcla de
ketamina y xilacina (96 mg/kg y 10 mg/kg, respectivamente). Se comprobara si el
animal realmente esta anestesiado mediante pellizco de la colay de las patas, en
ausencia de retiro.y tomando en cuenta que el ritmo cardiaco y respiracion no se
encuentren acelerados, se considerara que el animal esté bajo anestesia.

Como medida post-operatoria, los animales se colocarén en un area de recuperacion
limpia. Ademas, se colocaré una lampara (que emite calor) para mantener ia
temperatura corporal de los ratones, habra que monitorear que no se quemen. Los
animales en recuperacion no estaran en el mismo lugar que los animales despiertos.
El estudiante supervisara que el animal vuelva en si, una vez que los animales estén
despiertos y ambulatorios, se puedeh dejar solos

15)

Evaluacién de signos de dolor de su proyecto piloto.

|os parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicion de comportamlentos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social..
- “Respuesta-a estimulos externos
- Slgnos clinicos:
i. Respiracion: normal, laboriosa..
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacion
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Escala: O si es normal, 1 si el parametro.en cuestion se ve ligeramente alterado, 2 si
esta afectado y 3 si estda muy afectado.

Parametro . 0 1 2 3

a) Peso corporal ) X

b) Apariencia

c) Signos clinicos (Temp:, FC., FR,, etc.)

d) Conducta espontéanea., :

<3| >

e) Conducta provocada. e

16) ¢ Cudles seran los criterios para establecer el “punto ﬁnal‘humanitariio"?

Criterios de punto final

Basandose en los parédmetros sgleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
determinar en que momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segin la gravedad gque

presenten.

a. Variacién de peso corporal:

1. Aceptable una disminucién del 5-10%

2. Moderada del 10-20%

3. Substancial >:al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccién, comportamiento social etc., pueden

valorarse segun la-escala:

1. Osiesnormal.

2. 1 si el pafametro en cuestion se ve ligeramente alterado

3. 2siesta afectado )

4.8 3 si esta muy Efectado. )

Hay que tener en cuenta que no existe_un criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de determinacion de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en cuanto a proteccion de los animales utilizados en experimentacion y por
_otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Se tomara en cuenta que los tratamientos a evaluar tienen un efecto modesto en la reduccién
del peso corporal, por lo que es de esperar qye éste, cambie, aungque no mas de un 20%.
Ademas, las dosis a utilizar, son las que mayormente se reportan en la literatura en ratény no
se ha reportado un efecto toxico. Sin embargo, como cirterios de punto final, se pueden
considerar ciertas variables, por ejemplo: el peso corporal, cambios en la conducta motora, el
consumo de alimento, el consumo de agua, la temperatura, que presente convulsiones o
hemorragias, entre otras. La escala serd |a siguiente y se asignara un score final al cuantificar
los valores asignados a cada variable.

0 si es normal.

1 si el parametro en cuestion se ve ligeramente alterado
~ 2 si esta afectado

3 si estd muy afectado.

Cuando un score sea de 3 en alguna variable o que en total sumen >5 como score final, se
consideraré que al animal habré que hacerle la eutanasia (asfixia con CO»)

—




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

17) ¢Cuél sera el método de eutanasia que utilizara?

El método de eutanasia a utilizar seré el de asfixia con CO, dentro de una camara
dedicada a este procedimiento. .

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método . Dosis Via =~
Ratén e omiobarbtal 210 mg/kg "~ A
Pentobarbital :
Rata ©_ Asfixia con CO; 1 . 120 mg/kg AV IP
p Pentobarbital
Jerbo Asfixia con GO, 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Conejo Pistola de perno cautivo’ 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO, .
bit
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg W
Rana ) Pentobarbital - 100 mg/kg _ P

* Método aceptado Unicamente bajo ciertas sondiciones establecidas por el comité. Su aplicacién requiere
una justificacién cientifica por parte del Investigador Responsable

18) El protocolo representa riesgo bioldgico? B
al-No- b) Si
Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se

recomienda consultar la clasificacion del.Center for Disease Control and Prevention.
hitn:fwww.ode govibicsafety/publications/bmbiB/BMBLS sect V.opdf

2

19) ¢Cudl sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?
Los cadaveres de los animales se almacenaran en bolsas amarillas para residuos solidos
patoldgicos y se llevaran a un congelador destinado para el desecho de dichos residuos, para
posteriormente ser entregados a la empresa contratada para su manejo posterior.

Me comprometo a conducir mi proyecto de Investigacion de acuerdo con los lineamentos éticos
y humanitarios que rigen la experimentacion con animales, asi como cumplir los aspectos
relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se describen en la NOM-
062-Z00-1998. )

Nombre y firma del Investigador. Respoh’sable |

e

tho Roberto Tovar Palacio

10
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No. CINVA:
CLAVE:

Fecha de registro del Protocolo:

Titulo del Protocolo: “Estudio in vitro e in vivo de la participacion del eje Ang-(1-7)/Receptor
Mas sobre la diferenciacién de adipocitos beige en la obesidad”

Propuesta: a) Nueva “b} Rerovacién

Investigador Responsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular ‘| Dr. Armando Roberto Tovar Palacio

Institucién de Adscripcion Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
X R Nutricion “Salvador Zubiran”

Departamento de Adscripcion Fisiologia de la Nutricidén

Teléfono 55-56553038

Correo electrénico tovar.ar@gmail.com

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre Grado Teléfono e-mail

Nimbe Torres y Torres ¢ Doctora 56553038 || C

Enrique Hong Chong Dogtor 54832864 __| ehong@cinvestav.mx |
Estudiantes )

Nombre Grado a obtener Teléfono e-mail

A Doctora 55-48703947 C

Vigencia del Proyecto.

Fecha de inicio del proyecto ' 1 Agosto | 2014
Fecha tentativa de finalizacion. 1 Agosto | 2018

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1)  Institucion en donde:ge realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”

=

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:

Objetivo general.

Determinar la participacion y el mecanismo potencial mediante el cual el eje Ang-(1-7)/Receptor
Mas pueda estar influyendo en el fenémeno de diferenciacion de adipocitos beige en un modelo
in vitro y en un modelo in vivo de obesidad.
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Objetivos especificos.
1. Evaluar el efecto del captopril y losartan sobre el peso corporal, la ingesta calérica, la
tolerancia a la glucosa y el gasto energético en un modelo de obesidad inducido por
dieta (OID) alta en grasa. .

2. Determinar el efecto del captopril y losartan sobre la concentracién sistémica y local
(plasma vy tejido adiposo subcuténeo, respectivamente) de la Ang-(1-7) y Ang I
mediante la técnica de electroforesis capilar: -

3. Determinar el efecto del ‘captopril y/o .losartan, via el receptor Mas, sobre la
diferenciacion de .adipocitog blancos a beige mediante el estudio de la morfologia y
tamarfio de adipocitos subcutaneos a través de analisis histolégicos y de miscroscopia
electrénica.

4. Determinar el efecto del captopril y/o losartan, via el receptor Mas, sobre la
diferenciacion del adipocito blanco a beige mediante la cuantificaciéon de la expresion
del ARNm de PPARY, genes “brown like” y genes especificos de los adipocitos beige a
través de la técnica de PCR en tiempo real.

RaE N ~

5. Determinar el efécjro del captopril y/o losartan, via el receptor Mas, sobre la

diferenciacion del adipocito blanco a beige mediante la cuantificacion de la expresion
proteica de PPARYy, UCP-1 y Tbx1 a través de la técnica de Western blot.

6. Determinar el efecto del captopril y/o losartan, via el receptor Mas y activacidn de la
NOS, sobre la diferenciacion del adipocito blanco a beige mediante la cuantificacion de
la actividad de la NOS y la cantidad de nitritos a partir del tejido adiposo subcutaneo.

N2

3) Justificacion del experirfnento y los procedimientos en el uso de animales:

Existe evidencia experimental de la relacion entre los adipocitos pardos y beige respecto a la
obesidad. Se conoce que los animales con mayor cantidad de adipocitos pardos y beige son
mas resistentes al desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2. De manera opuesta, los animales
con menos adipocitos pardos y carentes de receptores B-adrenérgicos son mas susceptibles a
desarrollar ambas enfermedades. Por lo tanto, investigar los mecanismos que incrementen la
actividad de adipocitos pardos y beige, o bien aumenten la diferenciacién de adipocitos beige
constituye un nuevo campo de estudio para las nuevas alternativas de tratamiento de la
obesidad.

Existen varios estimulos capaces de activar la diferenciacion de adipocitos beige, tales como el
frio y la estimulacion Bs-adrenérgica, sin embargo esta ditima no fue exitosa en los ensayos
clinicos. Por ofra parte, hay informacion en la literatura que sugiere que el SRA tiene influencia
la diferenciacion de adipocitos beige, aunque no ha sido demostrado experimentalmente.
Primeramente, hay que tomar.en cuenta que existe un SRA local en el tejido adiposo. Segundo,
el eje Ang-(1-7)/Receptor Mas es capaz de activar PPARYy, el cual es necesario para la
diferenciacion y activacién de los adipocitos beige. Tercero, la Ang-(1-7) puede liberar ON via el
receptor Mas, el ON promueve™a génesis mitocondrial y activa a los adipocitos pardos. Por o
tanto, en este trabajo se propone que el eje Ang-(1-7)/Receptor Mas estd participando en [a
diferenciacion de adipocitos beige y en parte podria explicar el efecto de los inhibidores de la
ECA vy los antagonistas del receptor AT, sobre la disminucién del peso y el mejoramiento de la
sensibilidad a la insulina.

El fenémeno de diferenciacion a adipocitos beige implica un mecanismo de reprogramacion
gendmica. Este mecanismo podria ser utilizado como estrategia terapéutica que prevenga el

2
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desarrollo excesivo de adipocitos blancos y aumente la cantidad de adipocitos beige. Por lo
tanto, entender los mecanismos moleculares de diferenciacién a estas células constituye un
tema de importancia en la salud humana dada la creciente prevalencia de la obesidad y
diabetes tipo 2 a nivel nacional y mundial. ‘Aprovechando la plasticidad de los adipocitos
blancos y beige, y su capacidad Unica para cambiar de fenotipo y funcién, se estudiara si el eje
Ang-(1-7)/Receptor Mas induce la diferenciacion de adipocitos beige y por lo tanto incrementa la
cantidad de adipocitos beige.

4) Clasificacion del proyecto de-acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A

Experimentos o ejercicios de ensefianza que involucran animales invertebrados, embnones de
vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrollo, 6rganos aislados, tejidos y células vivas.

Categoria B. .
Experimentos o ejercicios dé ensefianza que se espera produzcan poca o ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C ‘ .

Experimentos o ejercicios de ensefianza que provocan angustia leve, molestia o dolor leve de
corta duracién en animales vertebrados.Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencién adicional en proporcidén del nivel y la duracién de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables.Los ejercicios de ensefianza que involucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren-de unafuerte justificacion de sus objetivos académicos.
Categoria D '

Experimentos que provocan angustia, molestia o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la .responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que aseguren que las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicen o se eliminen.

Categoria E

Procedimientos que involucran infligir angustia severa o dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran sin la justificacion completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

’

Para mas informacion consultar: www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Spanish/ANEX15B.pdf

C: ‘| D: | E:

Categoria: | A B X .

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccion y refinamiento.
Para mayor informacién consultar:
hitp://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-principle . htm

Se ha tomado la decision de utilizar ratones, dado que el proyecto inicialmente se
realizara en células adiposas para ver si los tratamientos evaluados promueven la
diferenciacion de adipocitos blancos a beige, sin embargo, es de suma importancia
evaluar los compuestos en un modelo in vivo de obesidad, debido a que esta
enfermedad involucra varios sistemas y esta relacionada con otras patologias como la
resistencia a la insulina y la hipertensién; un organismo completo puede proveer un
ambiente mas complejo y real, a diferencia de un tejido, donde se observarian los
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efectos de manera directa, sin la influencia de otros sistemas. Ademas, queremos

saber si los tratamientos promueven una disminucién de peso, un mejoramiento en la
tolerancia a la glucosa y un aumento del gasto energético. Adicionalmente, en la
literatura cientifica, para este tipo de estudios se utilizan ratones y principalmente de la

cepa C57BL/6.

Los animales no seran sometidos a estrés cronico y Unicamente para 2 grupos
experimentales (de 6.grupos) habra un procedimiento invasivo (colocacién de una mini
bomba osmética de infusion via subcuténea), en el que previamente seran

anestesiados.

6) Describir como se realizarg |a trahsportacion o movilizacion de los animales
experimentales, en caso de ser necesario.

No se requerira el transporte o movilizacién de animales.

7)  Mencione el nimerg y las-especies animales, asi como el género que seran usados en

las actividades de este protocolo.

Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Mus musculus (cepa 48 .20-25¢g 3-4 semanas machos
C57BL/6)

No. de Grupos experimentales: 6

No. de animales por grupo: " 8

No. TOTAL DE ANIMALES: 48

& .
8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el bioterio.

Los animales permaneceran en el bioterio aproximadamente seis meses.

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento . NO | S| | Frecuencia, cantidad y via.

Restriccion de agua y/o alimento por mas de 8 X

horas.

Toma de muestra sanguinea. X | Una vez inmediatamente después
del sacrificio mediante puncidn
cardiaca para cuantificar
pardmetros bioquimicos

Colocacién de canula. X

Técnica para modificar conducta. X

Inoculaciones de agentes. - X | Tratamiento por un mes de Ang-
(1-7) 0 A779 (compuestos
peptidicos) mediante mini bombas
osmoticas de infusién por via
subcutanea.

Procedimientos quirdrgicos con recuperacion. X | Tratamiento por un mes de Ang-

(1-7) 0 A779 (compuestos
peptidicos) mediante mini bombas
osméticas de infusioén por via

4
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subcutanea.

Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion.
Uso de adyuvantes (indicar cual)

Estudios LD50 o ID50

Restriccién fisica (maximo 6 horas)
Restriccion fisica (menos de 6 horas)
Confinamiento o aislamiento . X | Unicamente durante la prueba de
calorimetria, se mantendran solos
€n una jaula durante un dia.

XXX XX

Produccién de antlcuerpos monoclonales 0
policlonales.

Induccién de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

| a Sustancias guimicas toxmas

| Implantes

Estudios estereotaxicos.

Otros:

XXX [X|X| X[}~

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracién o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacion y volumen de toma de muestra, etc.

Los ratones C57BL/6 se dividiran inicialmente en 4 grupos:

i) Control (C) recibird una dieta estandar basada en las recomendaciones de la AIN
(American Institute of Nutrition). ..

ii) El grupo que desarrollard obesidad inducida por dieta (OID) durante un periodo de 4
meses, los ratones consumirdn una dieta basada en la dieta estandar, pero
motlificada con un porcentaje alto en"grasa, la cual se preparara en el laboratorio.

Los grupos con tratamiento seran:

i) El grupo obeso+captopril (40 mg/kg) (OID+C): Durante el ultimo mes del periodo de
induccion de obesidad, los ratones recibiran el tratamiento con captopril, el cual
sera administrado en el agua de beber (via oral).

iv) El grupo obesotlosartan (10 mg/kg) (OID+L): Durante el ultimo mes del periodo de
induccién de obesidad, los ratones recibiran el tratamiento con losartan, el cual sera
administrado en el agua de beber(via oral).

v) El grupo obesot+Ang-(1-7) (560 pg/kg/dia): Durante el Gltimo mes del periodo de
induccion de obesidad, los ratones recibiran el tratamiento con Ang-(1-7), la cual
sera infundida mediante mini bombas osméticas por via subcutanea. La Ang-(1-7)
es un compuesto peptidico, es por ello el uso de las bombas de infusion.

vi) Después del andlisis de los grupos iii) obeso+captopril, ivjobeso +losartan y v)
obeso+Ang-(1-7), se determinaréa qué tratamiento promueve mejor la diferenciacion
de andipocitos blancos a beige y se continuara con la siguiente fase experimental
para determinar in vivo si es mediado via receptor Mas con el grupo vi) obeso + Tx
+ A779 (24 ug/kg/dia) (OID + Tx + A779). En este grupo, el antagonista del receptor
Mas (A779) se administrara mediante mini-bombas osméticas de infusion durante
las ultimas 4 semanas del periodo de induccién de obesidad. El antagonista del
receptor Mas es un compuesto peptidico, es por ello, el uso de las bombas de
infusién.

La implantacién de las mini bombas de infusiéon (ALZET®) se realizara en la parte
posterior a la escapula de los ratones, con previa anestesia con una dosis de
ketamina/xilacina via intraperitoneal. El volumen maximo de administraciéon por via
intraperitoneal sera de 0.02 ml/g.
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Todos los grupos experimentales tendran acceso a beber agua ad /ibitum. Durante el tiempo de
induccién de la obesidad, se tendra un registro del peso corporal semanal, de la ingesta calérica
y al término se realizara una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) y una prueba en el
calorimetro. .

La prueba de tolerancia oral a la glucosa se realiza en animales con ayuno de 8 h. Inicialmente
se toma una muestra de glucosa sanguinea basal a partir de un piquete con una aguja en la
punta de la cola, Gnicamente se toma una gota de sangre y se coloca en una tira reactiva de
glucosa (que sera cuantificada por un glucémetro). Posteriormente, se-administra una carga de
glucosa (dosis: 2 g/kg) por via intragastrica (el volumen de administracién sera de 0.1 ml/g)
utilizando una canula de:metal y, dyrante cada media hora dentro de un lapso de 2 h se
cuantificara la glucosa sanguinea, tnicamente se removeré la costra (formada en la punta de la
cola por el piquete, y se hard un masaje ligero para extraer una gota de sangre. La glucosa
sanguinea se cuantificara a través de tiras reactivas y un glucdmetro.

Adicionalmente, los roedores se someteran a una prueba de calorimetria, la cual consiste en
medir constantemente el consumo total de oxigeno (VO,) y la produccién de didxido de carbono
(VCO,). Estas mediciones se utilizaran para calcular la oxidacién de los carbohidratos y de las
grasas utilizando el coeficiente -de-intercambio respiratorio (RER = VCO,/VO,), asi como la
cantidad de calor producido®en kcal/hr. Para este experimento, los animales se colocan de
manera individual en jaulas durante 24 horas.

11) Si el protocolo incluye la restriccion de movimiento de los animales consientes,
indique el grado y tiempo de mmowllzamon y los dispositivos para lograrlo.

Los animales no se privaran de mowm|ento ni se les inmovilizara.

12) Agentes analgésicos, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.

Especie Agente Dosis - Via de admén. Frecuencia.
Ratén Ketamina 90 mg/kg intraperitoneal 1vez
Xilacina 10 mg/kg

13) ¢Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?

Se considerara que el animal esta anestesiado cuando no haya una reaccion (reflejo)
ante un pellizco de cola (gentilmente se genera presién en la porcion proximal de la
cola, puede ser con los dedos o con una pinza). Otra técnica consiste en pellizcar las
garras, ya sea con los dedos o con pinza, un animal anestesiado no debe tener una
respuesta de retiro de la pata.

Ademas, puede considerarse que permanezca en posicion decubito dorsal sin
moverse y que las vibrisas no estén en movimiento.

También se monitorean los signos vitales, dado que la frecuencia cardiaca y
respiratoria se incrementan si no estad anestesiado.
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14)

Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos (cirugias) especificar los
cuidados pre y post-operatorios (utlllzacmn de antibidticos, analgésicos, limpieza y
desinfeccion.

La Unica intervencion quirargica que se llevaria a cabo es la implantacion de la mini
bomba osmética de infusién en la parte dorsal del raton (via subcutanea) unicamente
en dos grupos experimentales.

Como medida pre-operatoria, se preparara un area limpia para llevar a cabo el
procedimiento quirdrgico, los instrumentos se esterilizaran, el estudiante debera portar
guantes limpios, cubrebocas 4 tomara medidas antisépticas en todo momento.

Se preparara al roedor de la siguiente manera: se removera el pelo en el lugar que se
vaya a implantar la mini bomba osmética. Luego se limpiara el area con un algodén y
alcohol para retirar el pelo excedente y debris de la piel. ~

Posteriormente, se procederd a anestesiar a los roedores utilizando una mezcla de
ketamina y xilacina (90 mg/kg y 10 mglkg, respectivamente). Se comprobara si el
animal realmente estd anestesiado mediante pellizco de la cola y de las patas, en
ausencia de retiro y tomando en cuenta que el ritmo cardiaco y respiracién no se
encuentren aceleradps, se- considerara que el animal esta bajo anestesia.

Como medida post-operator:a, los animales se colocaran en un area de recuperacion
limpia. Ademas, se colocara una lampara (que emite calor) para mantener la
temperatura corporal de los ratones, habra que monitorear que no se quemen. Los
animales en recuperacion no estaran en el mismo lugar que los animales despiertos.
El estudiante supervisara que el animal vuelva en si, una vez que los animales estén
despiertos y ambulatorios, se pueden dejar solos en una caja limpia. Ademas, durante
el periodo post-operatorio, deben monitorearse signos de dolor, tales como
disminucion de la actividad y/o moevimiento, posturas anormales, marcha anormal,
entre otros. También habra que monitorear que el sitio de incisién no esté mfectado
(calor, supuracién, enrOJeCImnento)

15)

ez

Evaluacion de signos de dolor de su proyecto piloto.

Los parametros generales a observar son;
- Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccién; posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicién de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos:
i. Respiracién: normai, laboriosa..
ii. Temperatura
lii. Temblores
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacién

i

Escala: 0 si es normal, 1 si el parametro en cuestién se ve ligeramente alterado, 2 si
esta afectado y 3 si estd muy afectado.

Parametro 0 1 2 3

a) Peso corporal X

b) Apariencia

¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR., etc.)

d) Conducta espontanea.

e) Conducta provocada.

XXX X
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16) ¢ Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario”?

Criterios de punto final
Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
determinar en que momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cuantificarse’ a5|gnando valores arbitrarios seguin la gravedad que
presenten. N
a. Variacion de peso corporal:

1. Aceptable una disminucion del 5-10%

2. Mederada del 10-20%

3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccién, comportamiento social etc., pueden

valorarse segun la escala;

1. 0 siesnormal. -

2. 1 siel parametro en cuestion se ve ligeramente alterado

3. 2 siesta afectado

4. 3 si esta muy afectado.

Hay que tener en cuenta, que no existe un criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es- el lnvestlgador Responsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de determinaciéon de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en cuanto a proteccién de los animales utilizados en experimentacion y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio. -

Se tomara en cuenta que los tratamientos a evaluar tienen un efecto modesto en la reduccién del peso,
por lo que es de esperar que éste, cambie. Ademas las dosis a utilizar son las que principalmente se
emplean en otros modelos experimentales y no se ha reportado un efecto tdxico. Sin embargo, como
criterios de punto final, se pueden considerar €iertas variables, por ejemplo: el peso corporal, cambios en
la conducta motora, el consumo de alimento, el consumo de agua, la temperatura, que presente
convulsiones o hemorragias, entre otras. La escala sera la siguiente:

0 si es normal.

1siel parametro en cliestion se ve Ilgeramente alterado

2 si est afectado

N 3 si esta muy afectado. .

Cuando un score sea >5 o que sea 3 en alguna variable, se considerara que al animal habra que aplicarle
la eutanasia.

17) ¢Cudl sera el método de eutanasia que utilizara?

El método de eutanasia a utilizar sera el de asfixia con CO,.

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método Dosis Via
c . Pentobarbital .
Raton AsfixiaconCO; X 210 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg v, IP
+; Pentobarbital
Jerbo Asfixia con CO» 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Conejo N Pistola de perno cautivo’ 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO,
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg vV
Rana Fentobarbltal 100 mg/kg P

* Método aceptado Unicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su aplicacion requiere
una justificacién cientifica por parte del Investigador Responsable
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18) El protocolo representa riesgo biolégico?
a)}No- b) Si
Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se

recomienda consultar la clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
hitp://mww.cde. gov/biosafety/publications/bmbl5/BMBL5S sect V.pdf

19) ¢Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?

El destino final de los cadaveres de los ammales utilizades en los experlmentos seran
incinerados.

Me comprometo a conducir mi proyecto de Investigacion de acuerdo con los lineamentos éticos
y humanitarios que rigen la expérimentacion con animales, asi como cumplir los aspectos
relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se describen en la NOM-
062-Z00-1999.

Nombre y firma del Investigador Responsable

Dr. Armando Roberto Tovar Palacio
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M. en C. Octavio Villanueva Sanchez p Vécal
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ANTECEDENTES:

Tejido adiposo.

El tejido adiposo estd compuesto de varios depésitos

localizados en dos compartimentos del cuerpo: algunos se

i’encuentran debajo de la piel, como el depdsito subcutaneo y

‘otros estan en el tronco como los depdsitos viscerales. Por lo:
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tanto, el tejido adiposo se considera como un érgano multi-
depdsito. El drgano adiposo contribuye a las necesidades
cruciales de un organismo, tales como la termogénesis, la
)Iactancia, la respuesta inmune y éomé combustible para el
metabolismo (Cinti, 2012). Los adipocitos son las Célula§ mas
prevalentes que .constituyen e‘lttejido adipbso, sin erhbargo
también se encuentrén otrgsm célulés, tales como los
linfocitos, macréfagos, mastocitos, ductos epiteliales
« |(glandulas mamarias), fibroblastos y células "'satélite
relacionadas con vasoé sanguineos y nervios (Smorlesi et al.,
2012). Generalmente, los adipocitos se han clasificado de
dos tipos: los adipocitos ‘éardos 0 marrones y los adipocitos
blancos. Sin embargo, de manera reciente se ha introducido
otro tipo de adipocito, el beige o brite “brown in white” (Harms
& Seale, 2013; Wu et al., 2012). |

Tejido adiposo blanco (TAB).

Los adipocitos blancos son células de forma esférica cuyo
tamano dependera de la cantidad de lipidos almacenados.
Su caracteristica principal es que contiene una sola gota de
lipidos (adipocitos uniloculares) formada por triglicéridos que
constituye mas del 90% del volumen celular. Las
mitocondrias son delgadas vy /elongadas, con crestas

orientadas al azar, en general, son menos numerosas en

células mas grandes. La funcion principal de los adipocitos
blancos es almacenar moléculas altamente energéticas como

los éacidos grasos y liberarlos cuando se requiera segun la

.demanda energética (Cinti, 2009).




Tejido adiposo pardo o marrén (TAP).:

Los adipocitos pardos almacenan los trigliééridos en multiples
vacuolas pequenas (ad,jpoc:itos‘multiloculares). La mayvorl’a‘de
los adipocitos son poligonales con un didmetro variable de 15
a 50 pym. La caracteristica mas importante de estas células
son las mitocondrias, las cuales son grandes, esféricas,
llenas de crestas y nufnerosas en el citoplasma (Cinti, 2009).
A diferencia de los aqipociirqs \blancos, que almacenan
energia, los adipocitos p‘a\rdos producen calor a través de la
proteina UCP1 (Proteina desacoplante 1) que se expresa en
la membrana interna de las mitocondrias, donde desacopla el
transporte . electrénico que ocurre durante Ia respiracion,
disipando la fuerza motriz de los pfbtones en forma de calor
(Carobbio et al.,, 2013). Los roédorg\s y otros mamiferos
pequefios poseen varios depdsitos de tejido pardo, p’erok en
mamiferos supériores, los depdsitos disﬁinuyen después de

la infancia. Recientemente, a través de estudios de

tomografia de emision de positrones (PET) se han detectado.

depositos de tejido adiposc pardo positivos a UCP1 en
humanos  adultos, 'especificam_ente en la region
supraclavicular y el Cuellok(Cypess et al., 2009; van Marken
Lichtenbelt et al., 2009).

-

Tejido adiposo beige (TA-Beige).

En el tejido adiposo blanco se  pueden encontrarz




agrupaciones de adipocitos que expresan la proteina UCP1y
tienen capacidad termogénica en respuesta a varios
estimulos; estos adipocitos se han nombrado beige o brite y
principalmente se diferencian a ~partir de los adipocitos
subcutaneos. Los adipocitos beige de ratén se identifican
morfoldgicamente por sus gotag de lipidos fnultilocularés, por
su alto contenido de ""mitoccjg‘d&rjas‘ y por la expresiéon de
genes especificos de adipocitos pardos, tales como UCPT,
Cidea y Pgc-1a (Vitali et al., 2012). En humanos también
existe una susoeptibilidad al browning de los adipocitos
blancos, dado que en biopsias pertenecientes a pacientes
con feocromocitoma (un tumor secretor de catecolaminas) se
observan numerosas células beige/brite (Frontini et al,
2013).

En un estudio reciente se determind que los adipocitos
pardos y beige estimulados contienen cantidades siﬁilares
de UCP1, lo cual sugiere que tienen una capacidad
termogénica similér (Wu et al., 2012). Sin embargo, a pesar
que los adipocitos pardos y beige tienen en comun la
\capacidad termogénica, se consideran tipos celulares
idistintos debido a varias razones: i) Las celulas beige, al
m‘enos las que se encuentran en el tejido subcu{éneo de
ratdn, ‘no se derivan del mismo precursor embriogénico que
expresa Myf5" (encoding Ar'nyogenic factor 5 - expessing) y
gue da lugar a los adipocitos pardos. ii) Los adipocitos pardos

y beige expresan genes distintos y distintivos. iii) Otra

diferencia entre ambos tipos celulares es que la expresion de

;UCP1 y otros genes termogeénicos se encuentran altamente




expresados en los adipocitos pardos en condiciones basales;
en cambio, en los adipocitos beige, expresan esos genes
solo en respuesta a activadores, como los agonistas de los
receptores B-adrenérgicos o de PPARy (receptor activado
por proliferadores de peroxisomas- gamma) (Harms & Seale,
2013). Es decir, que |os adipqoitos beige son Capa‘ces‘de
cambiar el fenotipo de.almacgnador de energia a disipador
de energia de una manera unica entre las células adiposas
(Wu et al., 2012).

NN

Teoria de la transdiferenciacién y su relacion con la

obesidad.

El tejido adiposo es un drgano que ‘posee alta plasticidad,
recientemente se ha brbbgeg}o la teoria de la
transdiferenciacion, la cual puedé ocurrir como Consecuencia
de cond|C|ones distintas, por ejemplo, en presencia de frio,
de estlmulacnon B-adrenérgica o bien, a consecuencia del
gjercicio, los adipocitos blancos se transforman en células
“pbrown-like”, ahora conocidas como células beige o “brite’”.
De manera opuesta, las céiilas beige se transforman en
adipocitos blancos cuando existe un balance energético
positivo, es decir, durante la obesidad, cuando "el tejido
adiposo requiere un aumento en su capacidad de

almacenamiento (Smorlesi et al., 2012).

En este sentido, existen evidencias que indican una relaciéon

entre los adipocitos beige y pardos con la obesidad, por




ejemplo, la ablacidén genética en ratones de TAP o todos los
receptores [B-adrenérgicos induce a obesidad (Bachman et
al.,, 2002; Lowell et al., 1993). Ademas, el incremento de la
actividad de los adipocitos pardos y befge se ha relacionado
a una resistencia a la obesidad en varios modelos de raton
(Kopecky et al., 1995; Seale et al, 2011). >En humanbé, por
muchos afos se asumio que":géﬁr)ian muy poca cantidad de
tejido pardo, sin embargo, eétudios” mas recientes han
demostrado que en adultos existe una cantidad considerable
de adipocitos qu expfese}n UCP1 y queta masa, la actividad
o ambos son menores en .individuos obesos o ancianos
(Cypess et al., 2009; van Marken Lichtenbelt et al., 2009).
Dada la relacion entre los adipocitos pardos.y beige con la
obesidad, el incremento de su actividad a través de farmacos
0 algun otro método ha llamado la atencién y se ha
propuesto como un blanco 'férmlécolégico para tratar la
enfermedad metabdlica inducid‘ra por la obesidad y la
diabetes tipo 2 (Harms & Seale, 2013). |

Hasta la fecha se han descrito varios estimulos capaces de
transdiferenciar el tejido adiposo blanco a beige, algunos de

esos estimulos son los siguientes:

) El frio activa fibras noradrenérgicas, en
consecuencia, la_ noradrenalina al unirse a su

receptor en los adipocitos incrementa la expresion

de genes termogénicos. Se ha descrito que en
ratones crecidos en un ambiente frio, presentan.

una remodelacion de su tejido adiposo blanco§




if)

caracterizado por una acumulacién de adipocitos
beige (Collins, 2011).

Los agonistas Bs-adrenérgicos, como CL376,243, A
pueden mimetizar el efecto que tiene el frio sobre
la transdiferenciacion en los roedores (Himms-
Hagen et al, 200(_)), aunque“los estudids en
humanos n(;., fuero\rk]"&v\los esperados dadas las
diferencias del receptor entre especies (Buemann
et al., 2000)

Los agonistas de PPARy, como las

tiazolidinedionas . (TZD’s: pioglitazona y
rosiglitazona) incrementan la expresion de genes
termogénicos en adipocitos blancos y pardos,
ademas inducen la expresion de UCP1 e
incrementan la biogéneéis mitocondrial en
adipocitos de ratones y humanos (Petrovic et al,
2010).

Irisina, es una hormona liberada por el mdsculo

F

esquélético en respuesta al ejercicio que
incrementa el desarrollo de adipocitos beige, lo
que conlleva a un mejoramiento en la tolerancia a
la glucosa y a la supresion del incremento de peso
(Bostrom et al., 2012; Wu et al., 2012). |

El factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21),
es una hormona circularﬁe liberada por el higado y
el TAP que incrementa la cantidad de Pgc-1a
dirigiendo el reclutamiento de adipocitos beige en
respuesta al frio. Tiene efectos favorables sobre el
metabolismo, por ejemplo, aumenta la captacion de
glucosa en los tejidos periféricos, incrementa la.

sensibilidad a la insulina y reduce el peso corporal




(Coskun et al., 2008; Xu et al., 2009).

Vi) Péptidos natriuréticos liberados por el corazén en
respuesta a la falla cardiaca o a una sobrecarga de
presion. Recientemente se hva descubierto que el
incremento  de estos péptidos en ratones
promueven el desarrollo de adipbcitos beigé en el
TAB e inC}ementth‘x la expresién de genes
termogénicos en el TAP. Incrementan la lipdlisis y
promueven el browning a través de la activacion de
la PKG (Bordicchia et al., 2012),

vii) Oxido nitrico (ON), es un mensajero gaseoso, se
ha localizado en el nucleo de la células pardas
después de una exposicion al frio, la sintasa de
oxido nitrico inducible (iNOS) y epitelial (eNOS) se
encuentran expresadas tanto en el citoplasma
como en el nicleo de los adipocitos pardos
(Giordano et al, 2002). Aunque el ON no se ha
relacionado directamente al browning, pro’muéve
una fntensa mitocondriogénesié y la activacion del
TAP in vivo, a través de GMPc¢ y PKG (Nisoli et al.,
2003; Petrovi¢ et al., 2010).

El sistema renina-angiotensina y el tejido adiposé.

El sistema renina-angiotensina (SRA) desempefa un papel
central en la regulacidon de la presiéh' arterial y también

participa en la homeostasis de los adipocitos,

especificamente - en la regulacion del crecimiento,
Jdiferenciacion y metabolismo. El angiotensindgeno es el

‘sustrato circulante sobre el cual actda la renina, para generar
i o




angiotensina | (Ang |) (decapéptido). A su vez, la Ang | es el
sustrato de la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
que da lugar a la Ang Il (octapéptido), principal efector del
sistema que actua a traves de \los feceptores ATy para
generar respuestas presoras, troficas y proinflamatorias.
También puede activar al recepjcor AT, el éual generélmente
contrapone las respuéStas del receptor AT;. La Ang Il es
sustrato de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2),
gue genera la Ang-(1-7) (heptapéptido). La Ang-(1-7) también
puede ser sintetizada \a partir de Ang |, -que por la accion de
la ECA2 forma Ang—(1—‘9w) y mediante la ECA forma Ang-(1-
7). Adicionalmente, las eh\dopeptidasas también forman Ang-
(1-7) a partir de la Ang | El angiotensinégeno es el sustrato
circulante sobre el cual actua la renina, para generar
angiotensina | (Ang I) (decapéptido). A suvez laAng |l es el
sustrato de la enzima Convér"ﬁdoré de angiotensina (ECA),
que da lugar a la Ang Il (octapéptidoﬁ)\, principal efector del
sistema que actia a través de los receptores ATy péra
generar respuiestas presoras, troficas -y proinflamatorias.
También puede activar al receptor AT», el cual generalmente
contrapone las respuestas del receptor ATq. La Ang Il es
sustrato de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECAZ2),
que genera la Ang-(1-7) (heptapéptido). La Ang-(1-7) también
puede ser sintetizada a partir de Ang |,.que por la accion de
la ECA2 forma Ang-(1- 9) y mediante la ECA forma Ang-(1-
7). Adicionalmente, las endopeptidasas también forman Ang-
(1-7) a partir de la Ang | (Santos et al., 2013).

'Evidencias del bloqueo de SRA como factor protector




contra la obesidad.

Existe evidencia experimental y clinica que apoyan la idea de
la interrupcidn del SRA en varios 'niveles, proporciona
proteccion contra la obesidad y/o sus secuelas. Por ejemplo,
ratones carentes de renina tienen una menor produccion de
los péptidos del SRA, tales como la Ang Il y ademas, estén
protegidos contra la obésidad.mE&ll bIOqueo del SRA mediante
inhibidores de la ECA, con antagonistas del receptor AT y
con el inhibidor de renina previenen el in‘greme‘nto de la masa
grasa (De Kloet et al., 2009; Mathai et al., 2008; Stucchi et
al., 2009) U ’

Se ha propuesto que la disminucidn en la ganancia de peso
se debe a la Ang-(1-7), tal como se demostro en ratas
Sprague Dawley con un tratamiento subcronico de captopril
(Oh et al.,, 2012). Ademas, ratones carentes del receptor Mas
desarrollan un ‘incremento‘ en la masa grasa abdominal
(~50%), una mayor expresion de angiotensindégeno é partir
del tejido adiposo y una disminucion en la sensibilidad a la
insulina, lo cual sugiere que el eje Ang-(1-7)/Mas participa en
el metabolismo de lipidos y de la glucosa (Santos et al,
2012).

El efecto del SRA sobre la obesidad. probablemente esté
relacionado con la existencia de un SRA local en el tejido
adiposo, ya que hay evidencia de la expresion de ARNm de
todos sus componentes en el tejido adiposo, aunque la
expresion de renina sigue en controversia (Galvez-Prieto et

al., 2008). Ademas, se ha encontrado que los receptores de

Ang Il y el receptor Mas estan co-expresados en los,

adipocitos, lo cual implica que el SRA local esta involucrado




| evidencias que sugieren que algun componente del SRA esta

en las funciones que los regulan (Engeli et al., 1999; Gupte et
al., 2008). Algunos datos apoyan esta hipotesis, por ejemplo,
se ha demostrado que el eje Ang ll/Receptor ATy inhibe la
lipdlisis y la captacion de glucosa en Ioé‘ adipocitos (Fujimoto
et al., 2004; Goossens et al., 2007), mientras que el eje Ang-
(1-7)/Receptor Mas ejerce aoc;ignes Contrafias, pareoé» tener
acciones que mejoran ﬂ’el estadpﬁme}tabt"?licb (Liu et al., 2012;
Oh et al., 2012). Ademas, el eje Ang ll/Receptor AT induce
estrés oxidativo en los adipocitos (Kurata et al., 2008),
mientras el eje Ang—(1;7)/Receptor Mas {o surpime (Liu et al.,
2012). En cuanto la_ adipagénesis, recientemente se
demostrdé que el eje Ang:(1—7)/Receptor Mas incrementa la
adipogénesis como resultado de dos mecanismos distintos
de sefalizacién celular: i) via PISK/Akt para incrementar la
expresion de PPARYy y ii) mediante cross-talk con la via del
eje Ang Il/Receptor ATy, al inhibir la activacion de la via
MAPK cinasa-ERK1/2 para finalfhentg .activar PPARy (Than
et al., 2013). : o

Diferenciacion de adipocitos beige y los bloqueadores

del SRA: Relacion con el eje Ang-(1-7)/Receptor Mas.

En cuanto a la dgiferenciacién de adipocitos beige, aun no se
ha estudiado el impacto que tiene el SRA sobre el browning

de la célula adiposa blanca. Sin ‘embargo, existen 2

influyendo en este fenémeno y en parte, explique el
mejoramiento de la tolerancia a la glucosa y la reduccion de

peso que se observa en el tratamiento con los inhibidores de

la ECA y con los antagonistas del receptor ATy. En primer.

‘lugar, hay que sefalar que el tratamiento con ambos grupos:




de farmacos incrementan las concentraciones plasmaticas de
Ang-(1-7). Los inhibidores de la ECA como el captopril,
inhiben la degradacién de la Ang-(1-7), por lo tanto, sus
concentraciones plasmaticas auméntah y los antagonistas
del receptor ATy como el losartan y telmisartan incrementan
lin vivo las concentraciones plagméticas de Ang-(1-7) ‘debido
a que se inhibe el mecanismo_de retroalimentacion negativa
que los receptores AT ejercen sobre la liberacion de renina,
« |por lo tanto, el siétema permanece activo junto con la sintesis

continua de sus péptidos (Ferrario et al.,-2005).

En segundo lugar, se C'ohocé’&'(‘q&ue‘ la Ang—(1—7) es capaz de
activar a PPARYy, el cual es uno de los principales factores
que modulan la diferenciacidon a células beigé. Incluso en un
estudio en ratones carentes del receptor Mas se encontrd
que tenfan una expresion reducida de PPARy en un 60%
(Mario et al., 2012). Por otra parte, también se conoce que la
Ang-(1-7) via el receptor Mas eé gépaz de provocgr la
liberacion de ON, se ha sugerido qué esto ocurre mediante la
activacion de la via PI3K/Akt/eNOS (Sampaio et al., 2007).
Anteriormente se habia sefialado que' el ON, que puede
actuar de manera autdcrina y paracrina, es un promotor de la
"génesis mitocondrial y activa al tejido édiposo pardo, Debido
a estas evidencias, este trabajo sugiere que el eje'Ahg—(1—
7)/Receptor Mas esta promoviendo f‘ la diferenciacion a
adipocitos beige y consecuentemente genera una mejora en

ﬁel estado metabdlico durante la obesidad.

=

DEFINICION DE PROBLEMAS :

{
La obesidad se define como la acumulacién anormal o

‘excesiva de grasa que puede alterar la salud. El indice de




masa corporal (IMC) se utiliza para clasificar la obesidad y el
sobrepeso. Se define obmo el peso de la persona en kg
dividido entre el cuadrado de su altura en metros (kg/m?). La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) clasifica a las
personas con obesidad cuando el IMC és Hjayor o igual al 30
y con sobrepeso cuando es mayor o igual a 25. Dado que el
IMC depende del equifibrio eher;gético .global, otra definicion
de obesidad seria que es un trastorno multifactorial del
equilibrio de la energia en el que el aporte de calorias a largo
plazo ha superado el gasto energético, fo que da lugar a un
IMC excesivo. A nivel mundial se estiman 1.4 billones de
personas mayores a 20 afios con sobrepeso y de esos
adultos, aproximadamente 500 millones tiene obesidad,
segun cifras del afio 2008 (WHO, 2014). En México, la
poblacién experimenta un aumento, eﬁ las cifras de obesidad
qgue incrementan afo con aﬁdy gﬁue afecta tanto a zonas
rurales como urbanas, a todas lés edades y a las diferentes
regiones. La E!\ISANUT del 2012 describe que la prevalencia
de obesidad y sobrepeso en mujeres 'es del 73.0% y en
hombres es del 69.4%. Cabe senalar que la obesidad esta
relacionada a la resistencia a la insulina y a la hipertension,
los cuales, son considerados parametros del sindrome
metabdlico. La diabetes y la hipertensidén son enfermedades
de alta prevalencia en México, si»gndo del 9.2% y alrededor
del 32%, respectivamente (Gutiérréz et al., 2012).

gActualmente existen alternativas farmacoldgicas  muy

limitadas para tratar la oﬂbesidad, por lo tanto, descubir

‘nuevos blancos terapéuticos constituye una tematica de alta
‘importancia dado en creciente aumento de obesidad a nivel

‘mundial y nacional.
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JUSTIFICACION :

Existe evidencia experimental de la relacion entre los
adipocitos pardos y beige respecto a la obesidad. Se conoce
que los animales con maybr cantidad de adipocitos pardos y
beige son mas resistentes al desarrollo de obes‘idad__ y
diabetes tipo 2. De mahera opUésta, los animales con menos
adipocitos pardos y carentes dé réceptores B-adrenérgicos
son mas susceptibles a desarrollar ambas enfermedades.
Por lo tanto, investigar los mecanismos-que incrementen la
actividad de adipocitos pérd9§ y beige, o bien aumenten la
diferenciacion de adipobitos | beige Cons’tituyé un nuevo
campo de estudio para las nuevas alternativas de tratamiento

de la obesidad.

Existen varios estimulos capaces de activar la diferenciacion
de adipocitos beige, tales como el frio y la estimulacion Bs-
adrenérgica, sin embargo esta Ultima™no fue exitosa en los
ensayos clinicos. Por otra parte, hay- informacic’)na en la
literatura que sugiere que el SRA tiene influencia la
diferenciacién de adipocitos beige, aunque no ha sido
demostrado experimentalmente. Primeramente, hay que
tomar en cuenta que existe un SRA local en el tejido adiposo.
Segundo, el eje Ang-(1-7)/Receptor Mas es capaz qe activar
PPARy, el cual es necesario para la diferenciacion y
fiactivaoién de los adipocjtos beige. Tercero, la Ang-(1-7)
puede liberar ON via el receptor Mas, el ON promueve la

génesis mitocondrial y activa a los adipocitos pardos. Por lo

tanto, en este trabajo se propone que el eje Ang-(1-

f?)/Receptor Mas esta participando en la diferenciacion de

;adipocitos beige y en parte podria explicar el efecto de los




inhibidores de la ECA y los antagonistas del receptor AT;
sobre la disminucién del peso y el mejoramiento de la

sensibilidad a la insulina.

El fenémeno de diferenciacion a adipocitos beige implica un
mecanismo de reprogramacion genomica. Este mecanismo
podria ser utilizado * como’ ‘estrategia - terapéutica qﬁe
prevenga el desarrollo“ excesivo de adipocifés blancos y
aumente la cantidad de adipocitos  beige. Por lo. tanto,
entender los mecanismos moleculares de diferenciacion a
| estas células constituye un tema de importancia en la salud
humana dada la Creci‘ehte"p;r'évélenc‘ia de la obesidad vy
diabetes tipo 2 a nivel nacional y mundial. Aprovechando la
plasticidad de los adipocitos blancos y beige,’y su capacidad
Unica para cambiar de fenotipo y funcion, se estudiara si el
eje Ang-(‘l.—?)/Receptor Mas- induce la diferenciacién de

adipocitos beige y por lo tanto ‘incrementa la cantidad de

N

adipocitos beige. .

La Ang-f(1—7), via el receptor Mas, incrementara la cantidad de adipocitos beige en

el tejido subcutaneo. Este efecto dependera de la activacion de PPARYy y/o la

activacion de la NOS.

Determinar la participacion y el mecanismo potencial mediante el cual el eje Ang-
(1-7)/Receptor Mas pueda estar influyendo en el fenébmeno de diferenciacion de
adipocitos beige en un modelo in vitro y en un modelo in vivo de obesidad.

=

Especificos:

Evaluar, a través de ensayos in vitro, el efecto del captopril, losartan y Ang-(1-7).
sobre la transdiferenciacion de adipocitos blancos a beige mediante la




cuantificacion de la expresion del ARNm de PPARy, UCP-1y Tbx1 con la técnica
de PCR en tiempo real. :

Evaluar, a través de ensayos in vitro, si el captopril, losartan y Ang-(1-7),
promueven la transdiferenciacion de los adipocitos blancos a beige via el receptor:
Mas y activacién de la NOS, mediante-la incubacion con el antagonista del
receptor Mas (A779) y el inhibidor de la NOS (L-NAME).

Evaluar el efecto del- captopril y losartan sobre el peéo corporal, la ingesta
calorica, la tolerancia a la glucosa y el gasto energético en un modelo de obesidad
inducido por dieta (OID) alta en grasa.

Determinar el efecto del captopril y losartan sobre la concentracion sistemica y
local (plasma y tejido adiposo subcutaneo, respectivamente) de la Ang-(1-7) y Ang
Il mediante la técnica de electroforesis capilar.

Determinar el efecto del captopril y/o losartan, via el receptor Mas, sobre la
transdiferenciacion de adipocitos blancos a beige mediante el estudio de la
morfologia y tamafio de adipocitos subcutaneos a través de andlisis histologicos y
de miscroscopia electronica.

Determinar el efecto del captopril y/o losartan, via el receptor Mas, sobre la
transdiferenciacion del adipocito blanco a beige mediante la cuantificacion de la
expresion del ARNm de PPARYy, genes “brown like” y genes especificos de los
adipocitos beige a traves deela técnicade PCR en tiempo real.

Determinar el’ efecto del captopril y/o -losartan, via el receptor Mas, sobre la
transdiferenciacion del adipocito blanco a beige mediante la cuantificacion de la
expresion proteica de PPARy, UCP-1y Tbx1 a través de la técnica de Western
blot.

Determinar el efecto del captopril y/o losartan, via el receptor Mas y activacion de
~la NOS, sobre la transdiferenciacion del adipocito blanco a beige mediante la
cuantificacion de la actividad de la NOS 'y la cantidad de nitritos a partir del tejido
adiposo subcutaneo. T

A) El disefio de este estudio es aleatorio, las unidades experimentales seran
bloqueadas por tratamiento' de manera aleatoria. Se realizaran 6 tratamientos.

%Tratamiento A (Control): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN (American Institute of Nutrition).

ZTratamiento B (Obeso): Dieta modificada a partir de las recomendaciones delw/,\NINf




aumentando la composicion de grasa.

Tratamiento C (Obeso + losartan): Dieta modificada a partir de
las recomendaciones del AIN aumentando la composicion de grasa + losartan (10

mg/kg)

Tratamiento D (Obeso + captopril): Dieta modificada a partir de
las recomendaciones del AIN aumentando la composicion de grasa + captopril (40 -
mg/kg) -

Tratamiento E (Obesb + Ang-(1-7)); Dieta modificada a partir de las
recomendaciones del AIN aumentando la Comp03|olon de grasa + Anglotensma—
(1-7).

Tratamiento F (Obeso + Tx + A779). Dieta modificada a partir de las
recomendaciones del AIN aumentando la composicién de grasa + el tratamiento
gue mejor haya tenido efecto de diferenciar adipocitos a beige + el antagonista del
receptor Mas (A779 24 ug/kg/dia)

B) Para estudiar la participacion del eje Ang-(1-7)/Receptor Mas sobre la
diferenciacion de adipocitos beige, se pretende utilizar ratones macho C57BL/6
gque se mantendran a temperatura controlada (22 + 2°C), bajo ciclos de
luz/oscuridad de 12h/12h y 50-55% de humedad. Los ratones se dividiran en 6
grupos (anteriormente descritos). Durante el periodo de induccidon de obesidad (3
meses) se tendra un registro del peso corporal semanal, de la ingesta caldrica y al
término se realizard una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) y una
prueba en el calorimetro.

Transcurridos los 3 meses, los ratones seran sacrificados mediante la inhalaciéon
de CO2. Posteriormente, se obtendra tejido adiposo subcutaneo localizado en la
zona inguinal e intercostal de todos los grupos y las muestras se congelaran en
nitrdgeno liquido y se almacenaran a -70°C hasta el dia de las determinaciones.
Se extraerd ARN para estudiar la expresidon de los genes marcadores de
adipocitos beige. Adicionalmente, se cuantificara la expresién proteica de
marcadores de adipocitos pardos y beige. Parte del tejido adiposo subcutaneo, se
destinara a estudios histologicos para observar la morfologia caracteristica de los
adipocitos beige. /

Se tomaran muestras de sangre por puncion cardiaca para posteriormente separar
el plasma y cuantificar parametros bioguimicos como la glucosa, triglicéridos,
colesterol HDL y LDL, mediante pruebas enzimaticas.

C) El tamario de la muestra sera de 8 ratones de la cepa C57BL/6 por grupo.

’ :,D) Los ratones son machos de 4 semanas de edad, de la cepa C57BL/6.




E) La asignacién del tratamiento sera de forma aleatorizada.
F) Se tendran 6 grupos experimentales de tratamiento:

i) Grupo control: Ratones que' recibiran dieta estandar basada en las
recomendaciones de la AIN. (American Instijtute of Nutrition).

i) Grupo obeso: Ratones que recibiran una dieta modiflcada alta en grasa durante
3 meses. : .

ii1) Grupo obeso + losartan: Ratgrfés'que recibiran una dieta modificada alta en grasa
durante 3 meses y el Gltimo mes recibiréd losartan (10 mg/kg) via oral.

iv) Grupo obeso + captopril: Ratones que Lecibirén una dieta modificada alta en grasa
durante 3 meses y el Gltimo mes recibira captopril (40 mg/kg) via oral.

v) Grupo obeso + Ang-(1-7): Ratones que recibiran una dieta modificada alta en grasa
durante 3 meses y el ultimo mes recibirén Ang (1-7) via subcutanea, mediante minibombas
osmoéticas de infusion.

vi) Grupo obeso + Tx + A779: Ratones que recibiran una dieta modificada alta en grasa
durante 3 meses y el Gltimo mes recibiran el tratamiento que mejor haya diferenciado a los
adipocitos blancos a beige + A779 que es el antagonista del receptor Mas por via
subcutdnea mediante minibombas osmoéticas de infusion.

ro

() La duracidon del estudio serd de 3 meses.

A) Ser ratones machos de la cepa C7BL/6 de cuatro semanas de edad de peso entre 15-17 g
B) Ser ratones hembra de la cepa C57BL/6.

C) Se ehmmaran del estudio los ratones C57BL/6 que no aumenten de peso o que presenten un baJo peso, en
los ratones iban dieta est

Variable Definicion Tipo de variable Escala de
' ;- medicion
Glucosa Concentracion Cuantitativa mg/dl
plasmatica de continua '
glucosa por
| ensayq enzimatico
Triglicéridos Concentracion Cuantitativa mg/dl
- plasmatica de continua
triglicéridos por
ensayo enzimatico :
Colesterol HDL Concentracion Cuantitativa mg/dl
plasmatica de continua




colesterol HDL por |

ensayo enzimatico

Colesterol LDL Concentracion Cuantitativa mg/dl
plasmatica de continua
colesterol LDL por
ensayo enzimatico

PPARYy Medicion de la Cuantitativa Unidades
expresion génica | = continua arbitrarias -
por medio.de RT-

. PCR |

UCP-1 Medicion de la Cuantitativa Unidades
expresion geénica continua arbitrarias
por medio de RT- o
‘ PCR

Prdm16 Medicién de la Cuantitativa Unidades
expresion.génica continua arbitrarias
por'medio de RT-

PCR

Pgc-1a Medicion de la Cuantitativa Unidades
expresion génica continua arbitrarias
por medio de RT-

: PCR '

Thx1 Medicion deia Cuantitativa Unidades
expresion genica continua arbitrarias
por medio de RT-,

PCR .

CD137 - Medicién de la Cuantitativa Unidades
expresion génica continua arbitrarias
por medio de RT-

PCR ‘

PPARYy - Medicion de la Cuantitativa Unidades

expresion proteica continua arbitrarias
por medio de
Western blot ;

UCP-1 Medicion de la Cuantitativa Unidades

expresion proteica continua arbitrarias

por medio de

Western blot
Thx1 Medicion de la Cuantitativa Unidades
-| expresién proteica continua arbitrarias

por medio de

Western blot

NOS Cuantificacion de Cuantitativa Unidades
la actividad de la arbitrarias

enzima NOS por
RIA

continua




tratados con el grupo control. Posteriormente se aplicara una prueba post hoc de

fpartlr de las muestras de tejldO adiposo subcutaneo de los ratones en estudio.”

BENEFICIO DIRECTO

i

Nitritos Cuantificacion Cuantitativa ppm
indirecta de 6xido continua '

nitrico usando el

reactivo de Griess

Analisis estadistico.

Las variables continuas seran expresadas en promedlos con error estandar y se
evaluaran mediante Z de Kolmogorov-Smirnov para analizar su tipo de
distribucion. En caso de que los-datos no tuvieran una distribucion normal, se
realizara la transformacidn logaritimica antes del analisis. Los parametros
bioquimicos como la glucosa, triglicéridos, colesterol HDL y colesterol LDL se
analizaran mediante la.prueba de ANOVA de una via, comparando los grupos

Dunnett. De igual manera, se analizara la expresion génica (PPARy, UCP-1,
Prdm16, Pgc-1a, Tbx1, CD137)y de proteinas (PPARy, UCP-1 , Tbx1) obtenidas a

Asimismo, siguiendo el mismo método de anélisis, se analizara la actividad
enzimatica de la sintasa de oxido nitrico y se cuantificaran los nitritos como
medida indirecta de la cantidad de &xido nitrico. Se tomara como valor significativo
de p cuando sea menor a 0.05.

1. Diferenciar a adipocitos beigg a través da la activacion del e.jne'Ang—(1—7)/Receptor Mas.

2. Aumentar la e;(presién de genesy protel’na.s caracteristicas de los adipocitos beige tras
el tfratamiento con farmacos actualmente utilizados en la terapéutica y que incrementan
las concentraciones de Ang-(1-7).

3. Conocer el mecanismo por medio del cual se puede incrementar la diferenciacién de
adipocitos beige, con la finalidad de generar blancos terapéuticos especificos que

incrementen esta poblacion celular, que contribuiria a mejorar el estado metabdlico
presentado durante la obesidad.

BENEFICIOS INDIRECTOS:

1. Dado que los farmacos a evaluar ya se utilizan en la terapéutica de la hipertension

‘arterial y se ha descrito que aunado a este efecto se observa una mejora en la
‘sensibilidad a la insulina y pérdida de peso, la dlferenmac:lon de adipocitos blancos

suboutaneos a beige podria ser parte del mecanismo de estos farmacos medlante Ia




activacion del eje Ang-(1-7)/Receptor Mas.

RIESGOS:

MOLESTIAS GENERADAS : Ninguna
COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : Ninguno
EFECTOS ADVERSOS : Ninguno

EFECTOS PSICOLOGICOS : Ninguno « .

METODOS DE SEGURIDAD : Observacion diaria de los modelos animales para detemnnar s existe
alguna alteracion de la salud, ademds del control del peso y consumo de alimento.

PROCEDIMIENTOS : Consnlta con el médico veterinario.
OTRO TIPO DE RIESGO : Ninguno
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