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Resultados

En estudios previos se ha demostrado que el PPARa puede regular la expresion de
genes involucrados en la oxidacion de 4cidos grasos y recientemente se ha reportado
como un posible regulador de la homeostasis proteica ya que puede regular la expresion
de genes involucrados en la degradacion de aminoacidos. Por otra parte, se sabe que
los ligandos de PPARa son acidos grasos o sus derivados y que los aceites vegetables
son una fuente natural de acidos g[\ag,os\ pafa el organismo. Por ello en este estudio se
determino la influencia del tipo y la cantidad de acidos grasos de tres diferentes aceites

ep el metabolismo de acidos grasos y aminoacidos,

Para trabajar con el modelo KO PPARa se verifico el genotipo de todos los ratones
incluidos en el estudio, obtenidos de las retrocuzas. La genotipificacién se realizé
utilizando DNA gendmico extraido de la cola de los ratones y digerida con 120ul de NaOH
100mM durante 1 hora a 95°C. Posteriormente se afadio 12yl de Tris-HCI 1M para

neutralizar la solucion basica y se utilizan 10ul para la reaccién de PCR.
Secuencias de‘los oligos utilizados: | :”
Oligo sentido 5'-3: . GAGAAGTTGCAGGAGQGGATTGTG
Oligo antisentido 5'-3: CCCATTTCGGTAGCAGGTAGTCTT
Oligo NEO 5°-3’: ' GCAATCCATCTTGTTCAATGGC

El oligo NEO reconoce el segmento de DNA que se insertd en la transfeccion de las
células durante la generacion de los ratones KO PPARa y produce un amplicén de

aproximadamente 650 pb (Figura 2).
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Figura 2. Genotipificacion por PCR del gen PPARa en ratones PPARa-/- y PPARa-/+. A partir de un
fragmento de cola de los ratones (aproximadamente 0.5 cm) se extrajo el DNA genémico y se realizo
la genotipificacién por PCR utilizando los oligos sentido, antisentido (alelo WT~400 pb) y NEO (alelo
KO PPARa ~650 pb).

Los ratones WT y KO PPARa se alimentaron con una de las seis diferentes dietas
preparadas con aceite de soya, de CcOCOo U oleico a una de las.dos concentraciones 7% o
21%. Debido a que en el postprandio se lleva a cabo la digestion de los alimentos y en
particular la absorcion de los acidos grasos dietarios, se determind evaluar este estado

metabdlico para las determinaciones bioquimicas en este trabajo.

Para establecer el tiempo de postprandio éptimo se realizé una curva temporal de las
concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL y LDL en ratones WT.
Se observé que a la hora después de iniciar el periodo postprandial no decaen los niveles
de glucosa, colesterol, HDL y LDL. Ademas fue el tiempo en el que se alcanzé el pico

mas alto en el nivel de triglicéridos (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del postprandic sobre las concentraciones séricas de glucosa, colesterol,
trigliceridos, HDL y LDL. A partir del suero de ratones C57BL6 se midié la glucosa, colesterol,
triglicéridos, HDL y LDL al minuto 0, 30,-60 y 98 después de iniciado el postprandio.

L

Considerando estos resultados se determiné usar una hora- de postprandio y para
sincronizar su consumo de alirr;ento y evitar variabilidad ‘hormonal y metabdlica, los
ratones se alimentaron en un esquema de horario restringido de 9 horas de periodo
postprandial (de 8 am a 5 pm). Ademas, con el proposito de evaluar el efecto a largo
plazo en el fenotipo metabdlico de los ratones WT y KO PPARa alimentados con aceite
de soya, de coco u oleico a una de las dos concentraciones 7% o 21%, el periodo de

alimentacién tuvo una duracion de tres meses (Figura 4).
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Figura 4. Disefio del estudio para evaluar el efecto de la cantidad y tipo de acido graso mediado por
el PPARa en el metabolismo de lipidos y oxidacién.de aminoacidos en higado. Los ratones WT y KO
PPARa se alimentaron con dietas con dos diferentes concentraciones de grasa dietaria 7% y 21%
durante tres meses en un horario restringido con un periodo postprandial de 9 horas.

Composicion de acidos grasos en los aceites dietarios

Para evaluar el efecto del tipo de aceite »dig‘\[ario en la expres.i—ézh de genes participantes
en la sintesis y oxidacion de acidos grasos,”y en la degradacién de aminoacidos, la
composicion de acidos grasos de los aceites utilizados fue analizada. Se utilizé al aceite
de soya, de coco y oleico como fuentes de grasa debido a que estos aceites tienen
diferente composicion de acidos grasos. Nuestros andlisis validaron que el aceite de soya
es rico en &cidos grasos polinsaturados (AGP), el oleico en acidos grasos
monoinsaturados (AGM) y el de coco en acidos grasos saturados (AGS). En particular el
aceite de soya es rico en acido linoleico (w}"6) (~63%), el aceite oleico en acido oleico
(~71%) y el aceite de coco.en acido laurico (~58%). Mientras que la proporcion
AGS/AGM+AGP es minima para el aceite de soya y oleico (0.2 y 0.03, respectivamente),

la del aceite de coco es }nuy alta con un valor de 7.0 (Tabla 4).




Tabla 4. Composicion de acidos grasos en los aceites dietarios.

Acido graso (% de la cantidad total ) Aceite de soya Aceite oleico Aceite de coco

AGS
Estearico C18:0 - 3.08 2.26 5.56
Palmitco  C16:0 : 12.38 - -
Miristico C14:0 ' 0.25 0.64 23.84
Ladrico C12:0 0.78 . - 58.09
Suma 16.49 2.90 87.49
AGM o

Oleico C18:1 T 1359 71.06 10.33
Palmitoleico C16:1 - 3.83 .-
Suma ' 1359 " 74.89 10.33
AGP

Araquidénico C20:4 - 0.47 -
a-Linolenico C18:3 (w3) .. /-~ > 7.29 . 1.85 -
Linoleico C182 (w6) 62.63 19.79 2.18
EPA C20:5 - - -
DHA C22:6 - 0.10 -
Suma 69.92 22.21 2.18
AGS/AGM+AGP ~0.20 0.03 6.99
Ww6/w3 8.59 10.70 2.18

AGS, acidos grasos saturados; AMS, acidos grasos monosaturados; AGP, acidos grasos
poli-insaturados; EPA, acido eicosgpentaehoiﬁo; DHA, acido docésahexaenoico

Pesoy composifiién corporal

El peso y el consumo de alimento se registré cada dos dias. Al término del estudio, los
ratones KO PPARa presentaron una tendencia a ganar menos peso corporal en
comparacion con los ratones WT. Entre el grupo de ratones WT y KO PPARa los ratones
alimentados con aceite de soya (AS) al 21% ganaron mas peso corporal con una
ganancia promedio de 10g y 9g, lo que representa el 50% y 39% de ganancia en peso,
respectivamente. Por otra parte, los ratones KO PPARa alimentados con aceite oleico
(AO) al 21% fueron los que significativamente ganaron menor peso con sélo 3g, un 12%
de ganancia con respecto a su peso inicial. La presencia o ausencia de PPARa
(Genotipo) y el tipo de acido graso en cada una de las concentraciones (Dieta) tuvieron
un efecto significativo sobre el peso de los ratones, (p=0.0014 y p <0.0001,
respectivamente); Ademas, la interaccién entre genotipo y el tipo de dieta (Genotipo X

Dieta) fue significativa, es decir que el efecto en las diferencias segln el tipo de dieta son




consistentes en la presencia o ausencia del PPARa (p <0.0001) (Figura 5 A-D). Sin
embargo, el alimento consumido (kcal/raton/dia) fue similar entre los grupos dietarios,
asi como entre los ratones WT y KO PPARa (Figura 5 E). El contenido calérico de las
dietas con 21% de grasa se ajustd de manera isocaldrica con un porcentaje determinado
de carbohidratos (Tabla 2), por lo que la dieta cen 21% de grasa fue una dieta con menor

proporcién de carbohidratos.

Adicionalmente, los ratones KO PPARa presentaron una ligera tendencia a tener menor
cantidad (% del peso corporal) de tejido adiposo blanco epididimal y retroperirenal
ccSmparado con los grupos WT. En particular el peso relativo de estos tejidos fue
significativamente mayor en el grupo WT alirﬁentado con AS 21% comparado tanto con
ratones WT como con ratones. Ké*FsPARa. Los efectos del genotipo y la dieta sobre el
peso del tejido epididimal y retroperirenal fueron significativos (p=0.0003 y p <0.0001,
para el tejido epididimal; y p <0.0001 y p <0.0001, ‘para el tejido retroperirenal) (Figura 6
Ay B).

Por otra parte, los ratones KO PPARa registraron en su mayoria un aumento significativo
en el peso del higado. Mientras, que, dentio del grupo de fra'fo"'nes WT los higados del
grupo alimentado con AS 21% registro el pese mas bajo con respecto al peso corporal.
El genotipo y la dieta tuvieron un efecto significativo sobre el peso del higado (p <0.0001
y p <0.0001, respectivamente). Ademas, la interaccidn entre genotipo y el tipo de dieta
fue significativa, es decir que el efecto en las diferencias segln el tipo de dieta son

consistentes ya sea para los ratones WT y KO PPARa (p=0.0021) (Figura 6 C).
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Genotipo Dieta Genotipo x Dieta Genotipo Dieta Genotipo x Dieta
B 4= <0.0001 < 0.0001 0.0258

>

0.0003 <0.0001 0.0002
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(% de peso.corporal)

R 7% 21% 7% 21% 7% 21% T% 2% 7% 21% 7% 21%
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Figura 6. Determinaciones del porcentaje de peso corporal del tejido adiposo epididimal (A), perirenal
(B) e higado (C). Los valores representan la media + S.E.M. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (a>b>c>d, P <0.05); n=6WTyn=7
KO PPARa.

Alteraciones en el metabolismo de la g‘luccsa

En el postprandio (después del consumo de alimento) la insulina predomina y favorece
la captura de glucosa y lipidos en el tejido hepatico, esquelético y adiposo. Por otro lado,
se ha reportado que en\los ratones KO PPARa los niveles de glucagon se encuentran
alterados y la secrecion de esta hormona favorece procesos catabdlicos y la movilizacion

de glucosa. Por ello, en nuestro estudio determinamos la concentracion de glucosa,




insulina y glucagon, y el efecto de la presencia 0 ausencia de PPARa vy la dieta sobre la
concentracion glucosa y de ambas hormonas.

La concentracion de insulina durante el postprandio presenta una ligera tehdencia a ser
mas baja en los ratones KO PPARa comparado con el grupo WT, aunque fue un poco
mayor en el grupo alimentado con AO 7% y casi igual con AC 7%. Por otra parte, los
ratones WT alimentados con AS 7% y AC 21% présentaron los niveles mas altos de
insulina. El genotipo y la dieta tuvieron un-efecto signiﬁcativo‘ sobre la concentraciéon

sérica de insulina en el postbrandidv(b‘ <0.0001 y p <0.0001, respectivamente) (Figura 7

- A). Los ratones KO PPARa evidenciaron un aumento de glucagon de hasta 40% en

C(;mparacién con los ratones WT. El genotipo y la dieta tuvieron un efecto significativo
sobre la concentracion sérica de glucagon ‘(p <0.0001 y p=0.0011, respectivamente)
(Figura 7 B). Ademas, se detérmin el efecto del genotipo y la dieta sobre la proporcion
glucagon/insulina, ya que esta razén aumenta cuando hay actividad de gluconeogénesis
y disminuye cuando la glucosa es abundante durante el postprandio. La proporcién
glucagon/insulina fue significativa solamente entre los diferentes tipos de dieta (p

<0.0001) y no bara el genotipo (Figura 7-C).

Adicionalmente, se determiné Ja concenfracion sérica dve”g’lucosa ademas de las
concentraciones de insulina, glucagon y la razén insulina/glucagon. Los ratones WT
tuvieron una concentracion sérica de glucosa en el postprandio de 1.1 a 1.4 veces mas
elevada en comparacion con los ratones KO PPARa, registrando diferencias
significativas por el genotipo (p <0.0001). Aunque no hubo una diferencia significativa
por el tipo de dieta; se observd que los ratones KO PPARd alimentados con AO tanto al
7% como al 21% tuvieron una tendencia a aumentar los niveles séricos de glucosa
(Figura 7 D). ‘ r‘
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Figura 7. Determinaciones en suero de los niveles séricos de insulina, glucagon y glucosa. La
concentracion de insulina (A), glucagon (B) y glucosa (C) se determinaron en suero de ios ratones WT
y KO PPARa alimentados con dos concentraciones de AGD después de 1 h después del postprandio
Se determiné la razén glucagon/insulina (D). Los valores representan la media + S.E.M.. Diferentes
letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (a>b>c>d,
P<0.05); n=6 WT y n =7 KO PPARa.

’

Captacion de la glucosa

Los datos anteriores (niveles anormales de glucagon/insulina y glucosa durante el
postprandio) sugieren que los ratones KO PPARa presentan alteraciones en el
metabolismo de la glucosa. Para determinar cambios en la asimilacién de glucosa en
cuerpo completo, se realizaron ‘curvas de tolerancia a la glucosa. Al final de los tres
meses de estudio se llevaron a cabo las pruebas de tolerancia a la glucosa,
administrandola de manera intraperitoneal y se determinaron los niveles de glucosa a los
minutos 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120.




Para distinguir los cambios entre grupos, se determiné el area bajo la curva (AUC) de la
concentracion de glucosa a los diferentes tiempos de la prueba de tolerancia a la glucosa.
Los ratones WT tuvieron un area bajo-la curva mas elevada en comparacién con los
ratones KO PPARa. Por otra parte, dentro del grupo WT se observo una ligera tendencia
a tener mayor area bajo la curva en los grupos de ratones alimentados con 21% de grasa
dietaria, excepto en el grupo alimentado con AO. Dentro del grup‘o KO PPARa se observé
que los ratones alimentados con AO tenfan niveles de area bajo la curva mas elevados
en comparacion con los demas grupos KO PPARaq, incluso las mediciones se

& . .
encontraban dentro del mismo rango que los ratones WT.

La presencia o ausencia de PPARa y.la dieta tuvieron un efecto significativo sobre la
asimilacion de glucosa en cué?po completo, (p < 0.0001 y p=0.0002, respectivamente).
Ademas, la interaccion entre genotipo y el tipo de dieta (Genotipo X Dieta) fue
significativa, es decir que el efecto en las diferencias segun el tipo de dieta son

consistentes en la presencia o ausencia,derl PPARa (p=0.0002) (Figura 8 A-D).
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Gasto energético y modificacién del uso de sustratos
Para determinar el efecto de PPARa sobre el gasto energético y el uso de sustratos, se
realiz6 un ensayo de calorimetria indirecta. Los ensayos de calorimetria indirecta
permiten la evaluacién del m_etabolisrho réspiratorio que determina el volumen de
oxigeno (VO2) consumido y de diéxido de carbono (VCO2) producido, parametros con los
que se determina el coeficiente de i.n\tercambio réspiratorio (RER).
L Vo,
VO,

RER =

La relacion entre el VCO2/VO2 es un indicador del tipo de sustrato (carbohidrato o grasa)
metabolizado por el organismo como fuente de energia. Los hidratos de carbono, lipidos,
y proteinas son los tres princip‘aleé sustratos energéticos que son oxidados para producir
energia. Asi, las proporciones de VO2, VCO: y la cantidad de energia liberada es

diferente para cada uno de los tres sustratos.
Para los carbohidratos, la proporcion de'VCOQ a VO es 1.0 y la ecuacién general es:

1 g glucosa+746ml Oz2:—> 746ml CO2 + 0.6 g Ho0+15.7kJ

P

Para los lipidos, la proporcion de VCO2 a VOz2 es 0.705 y la‘ecﬁacién general es:
1 g palmitato + 2,029 mi O2— 1,430 ml CO2+ 0.45 g HO + 37.7 kJ

Para las proteina, a pesar de su variabilidad en la composicién de aminoacidos se utiliza
una ecuacion general para la oxidacion aproximada de una proteina estandar en la cual
la proporcion de VCO2 a VO3 es 0.81 asumiendo que la urea es el principal producto de

desecho es:
1 g proteina + 966 ml O2 — 782 ml CO2+ 0.45 g H2O + 0.50 g Urea + 16.7 kJ

Entonces, un RER de p.? es indicador de que las grasas son la fuente de energia
predominante, mientras que un RER de 0.85 sugiere que esta siendo metabolizada una
mezcla de grasa y carbohidratos, mientras que un valor de 1 o mayor indica que los

carbohidratos estan siendo utilizados como la fuente de energia predominante.




Para realizar la calorimetia indirecta, los grupos de ratones WT y KO PPARa alimentados
con AS, AC y AO en ambas concentraciones de grasa dietaria (7% y 21%), se colocaron
en cajas metabdlicas individuales durante un periodo de 48 horas. Durante el tiempo que
duro el estudio se mantuvo a los ratones con el mismo horario de alimentaciéon de 8 am

a 5 pm (10 horas) y ciclo de luz oscuridad de 12 horas.

Para distinguir los cambios entre. grupos sobre el fenotipo metabélico referente a la
calorimetria indirecta, se de“t‘/erminéwéf area bajo la curva (AUC) del VO; ydel RER. En
particular, tanto en el ayuno como en el postprandio los grupos de ratones WT y KO
PPARa alimentados con grasa dietaria al 21% presentaron una ligera tendencia a
aumentar su consumo de oxigeno en compafacién con los grupo alimentados con 7% de
grasa, siendo ésta mayor para "’IBé éfupos alimentados con AO y menor para los
alimentados con AS. En ambos periodos metabdlicos los ratones KO PPARa no
presentaron cambios significativos en el VO3 en éomparacién con los ratones WT. Sin
embargo, el tipo de dieta o acido graso en las concentraciones dadas tuvo un efecto
significativo sobre el VO, (p=0.003 y p <0.0001, respectivamente para ayuno y
postprandio) (Figura 9 A-D). T

BN

&

Los valores de RER no se vieron modificados-en el ayuno a pesar de los cambios en el
consumo de O2, por lo que los efectos del genotipo y dieta sobre el RER no fueron
significativos. En el postprandio, las dietas al 21% de grasa dietaria favorecieron valores
de RER menores tanto en los grupos WT como KO PPARa. En particular los grupo
alimentados con AO fueron los que tuvieron valores de RER menores, lo que indica una
mayor utilizacion de lipidos como sustratos energéticos, datos que concuerdan con el
VOZ2. Los efectos del genotipo y de la dieta sobre el RER fueron significativos (p=0.003
y p <0.0001, respectivamente). Ademas, los resultados revelaron una interaccion
significativa entre el genotipo y>Ia dieta (<0.0001).

Los resultados anteriores deriostraron gue el efecto sobre el valor del RER es
influenciado principalmente por el tipo de dieta y por el genotipo, ya que la ausencia de
PPARa modifica el gasto energético y el uso de carbohidratos y lipidos como sustratos

energéticos (Figura 10 A-D).
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Analisis de la oxidacion de carbohidratos y lipidos

La calorimetria indirecta también nos proporciona una estimacion del gasto energético
(produccién de calor) a partir de la tasa de consumo de oxigeno que se transforma en el
gasto de energia derivado de carbohidrétos o lipidos, y se expresa como la relacién entre
la energia (Kcal) por el marco de tiempo de ia medicién (hr). El gasto energético se
calcula a partir del "valor calorifico” (VC) que reléciona el volﬁmen de oxigeno consumido
con las kilocalorias que setquema,rl\ppr litro de O2. El VC se deriva de datos empiricos
obtenidos por Graham Lusk en "“The Elements of the Science of Nutrition" (Tabla 5) (Lusk
1968). Para distinguir los cambios entre grupos sobre el gasto energético, se determiné
el area bajo la curva (AUC.).

En el ayuno, los ratones KO PhARa presentaron una tendencia a tener valores mas altos
del gasto energético en comparacion con los ratones WT. En particular los ratones KO
alimentados con 21% de AO presentaron los mayores niveles de gasto energético. De
hecho, el efecto sobre el gasto energético resultante del genotipo fue principalmente por
el genotipo (p <0.0001) yen meno'r“n‘"iedinaa por la dieta (p=0.0395), aunque no se observé
interaccion entre ambas variables (Fiéufa1_j\A—D).

En el postprandio,ﬁdisminuyé la tendencia de los ratones KO PPARa de tener valores
mas altos del gasto energético comparados con los WT. Sin embargo, los ratones KO
PPARa alimentados con 7% y 21% de AO presentaron nuevamente los mayores niveles
de gasto energético. El efecto del genotipp y la dieta sobre el gasto energético en el
postprandio fueron significativos (p <0.0001 y p=0.0005, respectivamente), aunque no se

observé interaccion entre ambas variables (Figura 11 A-D).
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Tabla 5. Oxidacién de mezclas de carbohidratos y lipidos

Porcentaje del oxigeno total Porcentaje del gasto , .
. . . Calorias por litro de O,
RER consumido por calOrico total producido por
Carbohidratos| Lipidos Carbohidratos | Lipidos Numero | Logaritmo
0.707 0 100.00 0- 100.00 4.686 0.67080
0.71 1.02 99.00 1.10. 98.90 4.690 0.67117
0.72 4.44 . 9560 4.76 95.20 . 4.702 0.67228
0.73 7.58 9220 8.40 91.60 4.714 0.67339
0.74 11.30 © 88.70~ +| - 12.00 88.00 4.727 0.67459
0.75 11.47 85.50 15.60 84.40 4.739 0.67569
* 0.76 18.10 . 81.90 19.20 - 80.80 4.751 0.67679
| 0.77 21.50 78.50 22:80 77.20 4.764 0.67797
| 0.78 24.90 75.10 26.30 73.70 4.776 0.67906
0.79 28.30 71707 |7 29.90 - 7010 4788 0.68015
0.8 31.70 68.30 33.40 66.60 4.801 0.68133
| . 0.81 35.20 64.80 36.90 - 63.10 4.813 0.68242
0.82 38.60 61.40 40.30 59.70 4.825 0.68350
, 0.83 42.00 58.00 43.80 56.20 4.838 0.68467
| 0.84 ~45.40 5460 | - 47.20 52.80 4.850 0.68574
} 0.85 48.80 51.20 ~ 5070 49.30 4.862 0.68681
0.86 52.20 47.80 - 5410 4590 - 4.875 0.68797
0.87 55.60 44.40 57.50 4250 4.887 0.68904
| 0.88 59.00 41.00 60.80 39.20 4.899 0.69011
| 0.89 62.50 37.50 64.20 35.80 4.911 0.69117
0.9 65.90 34.10 67.50 32.50 4.924 0.69232
0.91 69.30 30.70 70.80 29.20 4.936 0.69338
0.92 72.70 27.30 74.10 25.90 4.948 0.69443
0.93 76.10 23.90 77.40 22.60 4.961 0.69557
0.94 79.50 20.50 80.70 19.30 4973 0.69662
0.95 82.90 17.10 84.00 16.00 4.985 0.69767
0.96 86.30 13.70 87.20 12.80 4.998 0.69880
0.97 89.30 10.20 90.40 9.58 5.010 0.69984
“ 0.98 93.20 6.83 93.60 6.37 5.022 0.70088
0.99 96.60 ~ 3.41 96.80 3.18 5.035 0.70200
1.00 100.00 0 100.00 0 5.047 0.70303
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Para determinar el efecto del PPARa sobre el tipo de sustratos oxidados, se
determinaron los valores del gasto energético obtenidos a partir de la calorimetria
indirecta y de las tablas de Lusk (Tabla 5). Los valores obtenidos del gasto energético se
relacionaron con los porcentajes de carbohidratos o lipidos oxidados en los diferentes

tratamientos.

En el ayuno no se vieron mpdificaci.o\nes en el pércentaje‘ dé oxidacién de carbohidratos
y lipidos, ya que en prome&io los fgtgxne‘s oxidaron entre un 12-16% de carbohidratos y
entre un 84-88% de lipidos. Durante el postprandio los ratones WT y KO PPARa
aljmentados con 7% de grasa dietaria oxidaron principalmente carbohidratos. Por otra
parte, las diferencias mas évidentes con respecto al tipo de dieta se observaron entre los
grupos alimentados con 21% de grasa dietaria. Los ratones WT y KO PPARa
alimentados con AS 21% oxidaron en promedio un 77% de carbohidratos y un 23% de
lipidos; los alimentados con AC 21% oxidaron un 81%(WT) y 75% (KO PPARa) de
carbohidratos, ademas de un 19% (WT) y 26% (KO PPARa) de lipidos. Por ultimo, los
ratones alimentados con AO 21% son los que presentaron un mayor porcentaje de
oxidacion de lipidos, ya que oxidaron un 29%(WT) y 39% (KO PPARa) de lipidos,
ademas de un 71% (WT) y 61% (KO EDPAIR:Q) de carbohidratas (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje del valor promedio del gasto calérico proporcionado por carbohidratos y lipidos
para cada uno de los tratamientos dietarios.




Parametros lipidicos y lipoproteicos en plasma

Debido a que la composicion de 4cidos grasos de los aceites y el contenido de grasa
dietaria son factores importantes en la modulacién del metabolismo de lipidos, y afectan
directamente el perfil de lipidos y lipoproteinas en suero, se determinaron los niveles

séricos de triglicéridos, colesterol, HDL y LDL en el postprandio.

Después de la alimentacic’)nf los niveles de colesterol total fueroﬁ mayores en los ratones
KO PPARa en comparaciénﬁt con los ratones WT. Mientras que los grupos alimentados
con AC en ambas concentraciones 7% y 21%, tanto en ratones WT como ratones KO
PIE’ARa registraron los niveles mas altos de colestérol en suero, siendo mayores para el
grupo con 21% que para el grupo al 7% de grasa dietaria. El genotipo y la dieta tuvieron
un efecto significativo sobre los nlveles de colesterol total (p <0.0001 y p <0.0001,
respectivamente), aunque no se observé interaccion entre ambas variables (Figura 13
A).

Los ratones KOT PPAR también evidenciaron un aumento en las concentraciones de LDL
en comparacion con los ratones WT. De manera similar a los niveles de colesterol total,
los niveles de LDL en los grupes de ratones WT y KO PPARa alimentados con AC
registraron los niveles mas altos de LDL en suero, en concentraciones similares entre los
grupos alimentados con 7% y 21% de grasa. Es interesante que, los grupos WT y KO
PPARa alimentado con AS 21% registraron los niveles méas bajos de LDL. El genotipo y
la dieta tuvieron un efecto significativo sobre los niveles de LDL (p <0.0001 y p <0.0001,
respectivamente), aunque no se observo interaccién entre ambas variables (Figura 13
B). o

Las concentraciones de HDL al igualf*que‘rel LDL vy el colesterol total, también se
mantuvieron aumentadas en los ratones KO PPARa. Dentro de los grupos WT, los
niveles mas elevados los registraron los grupos alimentados con AC tanto al 7% como al
21%. Mientras que, entre los grupos KO PPARa los grupos alimentados con AC y AO
registraron los niveles mas elevados de HDL. El genotipo y la dieta tuvieron un efecto
significativo sobre los niveles de HDL (p <0.0001 y p <0.0001, respectivamente), tampoco

se observé interaccion entre ambas variables (Figura 13 C).




Al igual que las variables bioquimicas

anteriores, la concentracion de ftriglicéridos

también fue sensible al genotipo (p=0.004), los ratones KO PPARa mostraron una

tendencia a tener niveles mas altos de triglicéridos en comparacién con los grupos WT,

con excepcion del grupo alimentado con AS 21% donde el efecto fue inverso. Por otro

lado, entre los grupos WT los alimentados con 21% de grasa muestran una tendencia a

tener niveles mas elevados de triglicéridos en comparacién con los grupos alimentados

con 7% de grasa, exceptuando al.grupo ambientado con 21% de AO. La dieta no tuvo

un efecto significativo sobre los nivelés de triglicéridos, la interaccion entre genotipo vy el

tipo de dieta fue significativa, el efecto en las diferencias segun el tipo de dieta son

consistentes ya sea para los ratones WT y KO PPARa (p <0.0001) (Figura 13 D).
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Figura 13. Determinaciones en suero de los niveles de colesterol total (A), LDL (B), HDL (C) y
triglicéridos (D). Los valores representan la media + S.E.M.. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (a>b>c>d, P <0.05); n=6 WTyn=7

KO PPARa.




Vias metabdlicas reguladas por el PPARGq, el tipo y la cantidad de acidos
grasos '

El PPARa tiene un papel clave en la regulacion de las vias metabdlicas involucradas en
el metabolismo de &cidos grasos (principalmente en la oxidacién) y también en la
degradacion de aminoacidos, recientemente. déscrito. Ademas, se sabe que los acidos
grasos dietarios juegan un papel importante como regulad'ofres de la expresiéﬁ génica,
ya que son ligandos exogenos de F’PARa como’lo son los AGP. Por lo anterior y a partir
de los cambios observados en Ios ratones KO PPARa en cuanto al uso de sustratos
er:ergetxcos, se identificaron las alteraciones en las vias metabdlicas reguladas por el
PPARa y por el tipo de &cido graso. Para ello se determiné en el higado el patrén de
expresion de los genes involuéradps‘en\_degradaci(’)n de acidos grasos (PPARa, PPARSJ,
PGC1a, ACOX1y CPT1a), ‘si‘htes‘,i;de acidos grasos’ (SREBP1, PPARy, SCD1, ACC y
FAS) y de la degradacion de aminoacidos (HNF4a, HAL, SDH y glutaminasa).

Oxidacion de acidos grasos ”

La expresion de PPARa registrd inelgsA despreciables en los ratones KO PPARa,
mientras que, entre los grupos WT el efecto por el tipo de dieta fue mayor para los grupos
alimentados con AO -en ambas concentrasiones 7% y 21%,"y menor para los grupos
alimentados con AS (Figura 14 ,&). La expresion del PPARa estuvo influenciada por el
genotipo (p <0.0001) y por el tipo de dieta (p <0.0001), junto con una fuerte interaccion
entre ambas variables (p <0.0001). En particular, el PGC1a se encontraba principalmente
sobre-expresado en los grupos de ratones KO PPARa alimentados con AS al 7% y 21%,
a diferencia de los grupos alimentados con AC o AO, que tuvieron niveles de expresion
menores que los grupos WT, por ello el genotipo no tuvo un efecto significativo sobre la
expresion del PGC1a. En los grupos WT se observé qué los ratones alimentados con
AO, seguidos por los alimentados con AC fueron los que tuvieron mayores niveles de
PGC1a en comparaciéon con Io§' alimentados con AS. La dieta tuvo un efecto significativo
sobre la expresion del PGC1a (p <0.0001). Ademas, la interaccion entre genotipo y el

tipo de dieta fue significativa (p <0.0001) (Figura 14 B).

Es interesante que, a pesar de que los ratones KO PPARa carecen de PPARa funcional




se observoé un nivel de expresion considerable en el grupo de genes que se encuentran
regulados rio abajo de PPARa. Por un lado, los niveles de expresion de ACOX1 se vieron
influenciados por el genotipo y la dieta (p<0.0001 y p <0.0001, respectivamente).
Ademas, la interaccion entre genotipo y el tipo de dieta fue significativa (p <0.0001). De
este modo, los ratones KO PPARa alimentados con AS al 7% y 21% fueron los grupos
que tuvieron mayor expresién de ACOX1, seguidos por el grupo alimentado con AC al
7%. Por otro lado, entre los ratones WT se encontré que los grubos alimentados con AO
al 7% y 21%, ademas del gFupo de AC 21% son los que tienen mayormente expresado
a ACOX1. Mientras que, los grupos alimentados con AS presentaron los niveles mas
béjos de expresion de ACOX1 (Figura 14 C). Ademas, la expresion de CPT1a también
se vio influenciada por el genctipo y la dieta .(p <0.0001 y p <0.0001, respectivamente),
con una fuerte interaccién entre ambas variables (p <0.0001). La expresion de CPT1a
fue mayor en los grupos WT alimentados con AO al 7% y 21%, seguido por el grupo
alimentado con AC 21% y en menor cantidad po’r los grupos alimentados con AS en
ambas concentraciones. Un comportamiento similar se mostré en los grupos KO PPARa,
con la particuléridad que los grupos alimentados con AS y AC tuvieron una mayor

expresion de esta enzima, principalmente en el grupo con 7% de grasa (Figura 14 D).

et

&

Por ultimo, en ratones KO PPARa se observé-la expresion de proteinas involucradas en
la oxidacidn de acidos grasos lo que sugeria la activacion de mecanismos alternativos
que compensaron la ausencia de PPARa. Por ello, se determinaron los niveles de
expresion de PPARD, el candidato mas plausible de la familia de los PPARSs que pudiera
estar ocupando el lugar de PPARa en la régulacion del catabolismo de acidos grasos.
De manera interesante, se observo que los grupos KO PPARa tuvieron una tendencia a
tener mas expresion de PPARS en comparécién con los ratones WT. En particular los
ratones KO PPARa ratones alimentados con AS al 7% y 21% al igual que el AC al 7%

fueron los grupos con los nivelés mas elevados de expresion de PPARS (Figura 14 E).

N
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Degradacién de aminoacidos

Se determind la expresion de enzimas degradadoras de aminodacidos en tejido hepatico,
debido a que los ratones KO PPARa presentaron alteraciones en el metabolismo de
. carbohidratos y lipidos, ademas del incrémeﬁto en los niveles de glucagon independiente
del tipo de acido graso. En reportes previos ’se’ha relacionaqo que el glucagon estimula

la expresion de enzimas degradadoras de aminoacidos (Aleman et al. 1998).

En los ratones KO PPARa los genes que codifican para las enzimas degradadoras de
aminoacidos (HAL, SDH y glutaminasa) y de HNF4a incrementaron su expresiéon en
comparacion con los grupbs WT, exceptuando los grupos alimentados con AO vy los
grupos alimentados con AC al 21% quienes presentaron niveles muy cercanos de
expresion a los del grupo WT correspondiente. La expresién de HNF4a, HAL, SDH y
glutaminasa estuvo influenciada por el genotipo (p <0.0001) y por el tipo de dieta (p
<0.0001), junto con una fuerte interaccion entre ambas variables (p <0.0001). Es decir,
que el efecto en las diferencias segun el iipo de dieta es consistente ya sea para los
ratones WT y KO PPARa (p=0.0021) (Fj@ura 16 A-D).

La expresion de HNF4a se encontré particularmente alta“’en\los ratones KO PPARaq,
siendo los grupos aiimentados con AS al 7% y'21 % y AC al 7% los grupos con los niveles
mas altos de expresion (Figura 16 A). De igual modo, aunque en menor grado la
expresion de HAL presentd una tendencia a ser mayor en los grupos KO PPARGg, con
los mayores niveles de expresion en los grupos alimentados con AS al 7% y con AC al
7% (Figura 16 B). De manera semejante los grupos alimentados con AS al 7% y 21% y
AC al 7% tuvieron los niveles mas altos de expresion de 'SDH y glutaminasa (Figura 16
C,D). Entre los ratones WT; es interesante observar que los grupos alimentados con AO
en ambas concentraciones (7% y 21%) presentan un ligero incremento en la expresioén
de HAL, SDH y glutaminasa, seguido por los grupos alimentados con AC y por Ultimo en

menor cantidad los grupos alimentados con AS. (Figura 16 A-D).
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A continuacion se presenta el mapa de color de la expresién de genes involucrados en
la sintesis y oxidacion de acidos grasos, y degradacion de aminoacidos en los ratones
WT y KO PPARa en el postprandio alimentados previamente con las dos
concentraciones de aceites dietarios (AS, AC y AO). Los mapas de color se utilizaron
como una herramienta para facilitar la visualizacién de los niveles de expresién de los
genes. De esta manera, se pueden identificar los genes con valores de expresion mas
altos o mas bajos con respecto al control biolégico (grupos alimentados con AS al 7%).
En los ratones KO PPARGq, los genes que codifican para las enzimas degradadoras de

aminoacidos incrementaron su expresion en comparacion con los grupos WT (Figura 17).

.
Conclusiones
El PPARa es un factor de transcripcion que puede unirse a acidos grasos provenientes
de la dieta y modular el uso d\e los sustratos energéticos. En ratones WT se concluye
que el consumo de AO estimula en mayor grado la exidacién de acidos grasos y mantiene
niveles bajos de expresion de EDAA, ademas de una proporcién glucagon/insulina mas

alta que posiblemente este estimulando procesos gluconeogénicos.

Por otro lado, el consumo de AS reduce la expresion de genes involucrados en
lipogénesis en higado y reprimir.el catabollsmo de ammoamdos por mecanismos poco
claros el consumo de AS al 21% parece estar promoviendo ganancia de peso y aumento

del tejido adiposo aunque con una importante reduccién en los niveles de LDL.

El consumo de AC parece promover alteraciones en el perfil de lipidos en el suero y una
desregulacion en el metabolismo hepatico de lipidos (alta oxidacion y sintesis de acidos

grasos) con un patron no muy claro en el catabolismo de aminoécidos.

Finalmente, un alto consumo de grasa dietéria independientemente del tipo de aceite

(21%) promueve la disminuciéq de la lipogénesis hepatica.

Interesantemente, aun en ratones KO PPARa se observé una alta oxidacion de acidos
grasos estimulada por el consumo de AO y de manera semejante aungue en menor
grado, los grupos KO PPARa alimentados con AS o AC también mostraron expresion de

enzimas involucradas en la oxidacion de acidos grasos.




Al no estar PPARa presente se propone que PPARS pude estar ocupando el lugar de

PPARa en la regul‘acién del catabolismo de acidos grasos.

Adicionalmente, en ratones KO PPARa también observamos alteraciones en el perfil de
lipidos en suero (altos niveles de triglicéridos, LDL y HDL). De igual manera que en los

grupo WT el alto consumo grasa dietaria parece disminuir la lipogénesis hepatica.

Aparentemente, las altas concentraciones de glucagon en los ratones KO PPARd estan
influyendo en el catabolismo de aminoacidos, sin embargo en ratones KO PPARa
alimentados con AO no pasa esto, ya que al elevar la concentracién de glucosa parece
inhibir el aumento en los-niveles de expresion de EDAA. Contrario a lo que podria

suponerse, el fenotipo de los ratones KO PPARG parece no estar propiamente asociado

con un fenotipo obeso. RN

Nuestros resultados resaltan la importancia que tiene la composicién de acidos grasos
provenientes de tres de los aceites mas utilizados para consumo humano en la utilizacion
de los sustratos energéticos, ya que son Iig:andos y reguladores de PPARa. Se concluye
que el aceite oleico fue el aceite que en [ﬁcluso en altas concentraciones mostré mejores
cambios metabdlicos en la presenciato ausencia del PPARa, una mayor oxidacién de
acidos grasos en ambos genctipos y la disminucién en la expresiéon de enzimas
degradadoras de aﬁqinoécidos en ratones KO PPARa. Ademas se enfatiza la importancia
del PPARa en la homeostasis metabdlica al ser un interruptor metabdlico que promueve
la conservacion del nitrégeno corporal al favorecer la oxidaciéon de écidos grasos en

higado.
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debido a que el protocolo ha condluido. .

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

~

INS. NACIONAL DE CIENGIAS
MEDICAS Y Nurmcmﬁn
“gALVADOR ZUBIRAN

Comité de Investigacion

k en Animales .

~

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Cofonia Belisario
Dominguez Seccién XVI
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Ciudad de México
Tel. (52-55)54870900

‘www.inhcmnsz.mx

Atentamente,
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RESULTADOS:
PRIMERA PARTE:

Se evalud el efecto de tres ligandos naturales de PPAR alfa, los 4cidos grasos
palmitico, linoleico y oleico, y se midid su efecto sobre la expresion del gen de la
Serina Deshidratasa (SDH) en cultivos primarios de hepatocitos. Se observd que
estos ligandos reprimieron la activacion de la SDH por forskolinag, y estimularori la
expresion de la carnitina.palmitoil transferasa 1 (CPT-1).

Tambien alimentamos ratones PPAR alfa (+/-) con dietas que contenian
diferentes concentraciones de ‘proteina (baja, adecuada y alta). Se midieron
parametros metabdlicos en suero e higado, y en muestras de higado se evalud la

expresion génicay se realizaron ensayos histolégicos.
LY

Los ratones PPAR alfa (-/-) mostraron mayor expresion de enzimas
degradadoras de aminoacidos (EDAA) en higado, que afectd el metabolismo de
aminoacidos, lipidos e -hidratos de carbono. También presentaron una razén
glucagon/insulina mayor (7:2 veces), mayor concentracion de urea sérica (73.1%),
menor contenido de proteina corporal (19.7%), y menor concentracion de diversos
aminoécidos en suero en una dieta alta en proteina al comperarlo con los ratones
silvestres. A partir del analisis de enriguecimiento funcional de los genss
diferencialmente expresados por el consumo de la proteina dietaria se observd
una relacion funcional entre el PPAR aifa y el HNF4 alfa. Finalmente, nuestros
resultados mostraron que PPAR alfa puede disminuir la expresion de EDAA &
través de la atenuacion transcripcional de HNF4 alfa, como se observd en la
region promotora de SDH. Los resultados obtenidos demostraron que ademas de
regular el metabolismo de lipidos, la altivacion de PPAR ‘zlfa también regula el
catabolismo de los aminoacidos en mgado promoviendo asi la homeostasis
metabdlica. ;

SEGUNDA PARTE.
(PUBLICACION EN PREPAF’ACION)

Se evaluaron tres diferentes tipos de aceites en dos conc entraciones en la dieta (7
y 21%)

Aceite de soya (70% de acidos grasos poliinsaturados)

Aceite oleico (71% de acidos grasos monoinsaturados)

Aceite de coco (88% de &cidos grasos saturados)

Se concluye que el consumo de aceite oleico en ratones WT y PPAR alfa(-/-)
estimula la oxidacion de acidos grasos y mantiene niveles bajos de expresion de
EDAA. El consumo de aceite de soya redujo la expresion de genes involucrados
en la lipogénesis en higado y reprimio los del catabolismo de aminoacidos.

El consumo de aceite de soya al 21% promovid la ganancia de peso y
aumenté el tejido adiposo aunque se observé una disminucion en la concentracion
de LDL. El consumo de aceite de coco promovid altas concentraciones de
colesterol total, LDL y HDL en suero, cambios en la regulacion del metabolismo



hepatico de lipidos, con un patron poco claro en 1o referente al catabolismo de
aminoacidos. En los ratornes PPAR alfa (-/-) se cobservé que a pesar de la
ausencia de PPAR alfa, se cxpresaron proteinas involucradas en la oxidacion de
acidos grasos, lo que sugiere la activacidon de mecanismos alternativos que
compensaron la ausencia de PPAR alfa. Probablemerite PPAR delta sea el
encargado de tomar ese papel.

Los ratones knockout presentaron altas -Co'ncentraciones de triglicéridos, LDL vy
HDL en sugero. - '

Se observd una disminucion en la Ilpoqenesxs hepatica tanto en ratones VVT
como PPAR alfa (/) al consumir las dietas altas cn grasa. La ausencia de PPAR
alfa aumentd la concentracién ‘de glucagdn y estimulé el catabolismo de
aminoacidos, excepto en aquellos ratonas alimentados con la dieta que contenia
. acido oleico. El consumo de aceite oleico restablecio en ellos la concentracion de
g]ucosa sérica a nivel normal e inhibid el mcremento en la expresion de EDAA. El
fenotipo de'los ratones PPARz (-/-) no se asocia con un fenotipo obeso.

Nuestros resultados resaltan_la importancia de las diferentes fuentes de
acidos grasos, particularmante del acido oleico, en la regulacidon del metabolismo
de aminoacidos y acidos grasos, y de estos Ultimos como ligandos y reguladores
de PPAR alfa. También reafirma la importancia de PPAR alfa como un interruptor
metabdlico que modula el uso de sustratos energeticos.
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712572018 Dietary protein regulates gene expression of amino acid-degrading enzymes through PPARa.

Dietary protein regulates gene expression of amino acid-degrading enzymes through PPARa. A. V.

ContremS], C. Rangel], V. Ortiz? . G. Aleman® ,B. Palacios? VE. Tejeroz, N. TOI‘?’@SQ, A. R. Tovar? 1D
Instituto Nacional de Medicina Genémica (INMEGEN), México DF, México; 2) Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn, México DF, México.

Peroxisome proliferator activated receptor alpha (PPAR), which is a member of the PPAR family, is a
nuclear receptor that functions as a ligand-activated transcription factor in response to dietary signals. The
effects of PPAR« ligands, such as fatty acids, are have been demonstrated in several tissues, particularly
in liver, modulating the expression of enzymes for fatty'acid oxidation, but recent evidence suggests that
also regulates amino acid oxidation. The amino acid catabolism is regulated by hepatic amino acid-
demadmc enzymes (AADE), however it is not known whether PPARa regulates the expr ession of
AADE Thus the aim of this work is to study whether PPARa controls the gene expression of AADE.
With this purpose, we use PPARa null micé dnd age-matched male C57BL6 mice that were fed diets with
3 different dietary protein concentrations (6, 20 or 50%) in a restricted feeding scheme for 8 days. RNA
was extracted from liver to assess the whole genome expression usifig microarrays (Mouse Gene 1.0 ST
Array, Affymetrix), and serum was used to measure glucose, free fatty acids, insulin and glucagon. We
found that in WT mice the gene expression of AADE, such as Histidine ammonia-lyase, Glutamic-
oxaloacetic transaminase 1, Argininosuccinate synthase 1, Serine dehydratase and Urocanase domain
conz‘azmng 1, was proportional to the increase in dietary protein concentration. In contrast, in PPARq null
mice this effect was absent, even more, for these genes we did not observed significant differential
expression between groups fed 6 and 50% of protein, Moreover, some AADE such as Kynureninase,
Ornithine aminotransferase and Aminocarboxymuconate semialdehyde decarboxylase, and the
Hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNIF4ca) showed higher gene expression on PPARo null mice than
C57BL6 mice. Network analysis suggests that PPARa, regulates the expression of AADE genes through
HNF4¢, interaction. PPARa functions as a metabolic sensor to preserve amino acids by stimulating fatty
oxidation. Amino acids may be spared differently in the body dependm0 of the dietary fat, as well as the
type of fatty acids mobilized from adlpose tissue: :

You may contact the first author (during and after the meeting) at acontreras@inmegen.gob.mx

http://www.ashg.org/2012meeting/abstracts/fulltext/f120123202. htm 1/1



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICIGN

SALVADOR ZUBIRAN o 2 - México Cd., Mx a 26 de abril de 2018.

No. Oficio CINVA 050-18
Dra. Gabriela Aleman Escondrillas A
Depto. Fisiologia de la Nutricion
Presente. : B

. Estimada Dra. Aleman.:

-1

Por este conducto le informp que-su p;:erﬁcto con titula " EFECTO DEL AYUNO Y DE
LA CONCENTRACION DE PROTEINA DIETARIA EN LA REGULACION GENICA DE
LA HISTIDASA (HAL) Y LA SERINA DESHIDRATASA (SDH) EN RATONES PPAR
ALPHA (-/-).”, con registro CINVA FNU-50-11-13-1 finalizd en junio 2017. Debido a que
el periodo de realizacion y la prérroga han concluido, le solicito de la manera mas atenta
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
conclusion del proyecto:

1. Informe final. o , _
2. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, libros,
capitulos de libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

Sin més por el momento quedo de usted.

Atentamente,

R\

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Colnisidn de Investigacion en Animales

=

c.c.p. M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB YL DO
INVEST. EXPERIMENTAL Y

NABS/nom BIOTERIO
Aven;da Vasco de v 97 ABR 7010
Quiroga No. 15 . L ‘
Colonia Belisario 4 INST. NAL. CIENCIAS MEDICAS

Dominguez Seccién XVi ¥ NUTRUGION INCMYN ‘87

Delegacion Tlalpan
Codigo Postal 14080
. México, Distrito Federal
| Tel. (52)54870900

www.incmnsz.mx . .
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gmo José Maria Morelos y Pavén”

NSTITUTO NACIONAL DE CIENE
! MEDICAS Y MUTR
SALVADOR TUBIR

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION X
SALVADOR ZUBIRAN INCIMNSZ

México, D..F., a 12 de Marzo del 2015.
DEPAFTAN

VESTIGACION EX -
WVESTI®N BIOTERIO

DRA. GABRIELA ALEMAN ESCONDRILLAS
Depto. de Fisiologia de la Nutricidn
Presente.

REF.: CINVA 50, CLAVE FNU-50-11-13-1

Estimado Dra. Aleman:

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“EFECTO DEL AYUNO Y DE LA CONCENTRAC]ON DE PROTEINA DIETARIA EN LA REGULACION
GENICA DE LA HISTIDASA (HAL) Y LA SERINA DESHIDRATASA (SDH) EN RATONES PPAR ALPHA (-/-

i

Este comité ha dictaminado aprobar la prérroga solicitada hasta el 30 de junio del 2017.

&

Sin més por el momento quedo de usted.

Atentamente,

e
RS

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacién Lol
M.V.Z. Mariela Contreras}&%a@iﬁ@%p@ﬁﬁ@ﬁ%ﬂ“g - Ececl 4N DOEN

B8 DIRECCION e MUTRICIOMN

Vasco de Quiroga No. 15 fbﬁ]b

Colonia Seccién XVI K

Deiegacidén Tialpan

México, D.F. 14000 L DEPARTANENTO

Tel. (52)54870900 SEITLADE s NHT@;E@@@;&;

www.incmnsz.mx



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
¥ NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

“2015, Afo del Generalisimo José Maria Morelos y Pavon®

México, D.F. a 5 de Marzo del 2015.

LY

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval :

Coordinadora de la Comision de Inivestigacién en Animales
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y-Nutricién Salvador Zubiran
Presente ot

Por medio de este conducto me dirijo a usted de la manera mas atenta, en respuesta a la
carta que me fue enviada el dia 4 de marzo de 2015, en la cual se me informa sobre el cierre
del proyecto “EFECTO DEL AYUNO Y DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA DIETARIA
EN LA REGULACION GENICA DE LA HISTIDASA (HAL) Y LA SERINA DESHIDRATASA
(SDH) EN RATONES PPAR ALPHA(-/-)” conrregistro CINVA 50y Clave FNU-50-11-13-1. El
motivo de la presente es para solicitar la prérroga para la ampliacién del proyecto, quisiera
hacer de su conocimiento que no enviamos la debida respuesta a su solicitud ya que dicho
documento fue extraviado.

Solicitamos la prérroga para la extension del proyecto ya que no se cuenta con la cantidad
necesaria de ratones knock out del receptor PPAR alpha (PPAR alpha -/-) con la que se esta
realizando el proyecto. La falta de produccion de ratones se debe a que la colonia se empez6
con un corto nimero de parejas en 2011, y la cantidad de ratones que se obtenian por
camada eran de 4, y en el afio 2013 se obtuvo una produdcién casi nula ratones. Por lo que
se inicio una retro cruza con los ratones C57BL6 que son el fondo genético de los ratones
PPAR alpha (-/-). Se logré extender el nimero de pies de cria de la colonia pero aun nos
encontramos en la etapa de produccién, y el inicio del protocolo en estos ratones. Es por esta
razon que solicito tome en consideracion esta solicitud ya que ha sido un trabajo arduo el
obtener nuevamente la produccion de ratones y nos es necesario culminar el proyecto con
estos ratones.

© INSTITUTO NACIOMAL DE CIENCIAS]
g MEDICAS Y NUTRICION
52 “SAILVADOR ZUBIRANY

s AS

e
Vasco de Quiroga No. 15 -
Colonia Seccion XVI

Delegacion Tlalpan %
México, D. F. 14000

Tel. (52)54870900
Www.incmnsz.mx Y METABOLISMO MINERAL




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICIORN
SALVADOR ZUBIRAN

[

Sin mas por el momento, aprecio de antemano su apoyo a esta solicitud.

LY

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

» Atentamente,

/

Dra. Gabriela Aleman Escondrillas,
Investigador eh Ciencias Médicas C
Departamento de Fisiologia de la Nutricion

FoN

&
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“2015, Afio del Generalisimo José Maria Morelos y Pavén” T
INSTITUTO NACIONAL DE : ; México, D.F. a 4 de Marzo del 2015.

CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN .

Dra. Gabriela Aleman Escondrillas
Depto. de Fisiologia de la Nutricion
Presente

E.stimada Dra. Aleman:

Debido a que no hemos recibido respuesta a la carta que le enviamos el 28 de octubre del 2014,
en la cual le informamos que debia\soli’ci‘t'a‘r una prérroga o el cierre de su proyecto: “EFECTO DEL
AYUNO Y DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA DIETARIA EN LA REGULACION GENICA DE LA
HISTIDASA (HAL) Y LA SERINA DESHIDRATASA (SDH) EN RATONES PPAR ALPHA {(-/-)”’, con
registro CINVA 50, hacemos de su conocimiento que el proximo lunes 9 del presente mes, sera
cerrado de manera automatica.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

L

S ARN ;&;

N FXPER

}<¥74¢MM@FJ

Dra. Noema A. Bobadilla Sando

ST RACIONAL DE CENCIAS]

MEMCAS Y MUTRICION ‘
z Atentamente, %gg?ﬁéﬁﬁjﬁ;ﬂ@ zggganm ~
‘ (TR

*

e }
PAENTAL L

Coordinadora de la CINVA T .

ee EINCvE
HR  DMRECCIOMDE

{%& o T 48 INS. NACIONAL OF CIENGTAS)
R & ' : MEDICAs vy CIENCIAS
ulh e \l( ~ L “SALVAAS\ NUTRICIBY
. de AN P VT o / DOR ZUBIR &~
; DEPARTAMEW@; (i a‘;-tjl{ (B 74 K ZEBIRAN
FISIOLOGIA DE LA NUTRICION |
c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion. | R IVR ECCION DE
MVZ Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio ESTIGA CION

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccién XVi
Delegacidon Tlalpan
México, D.F. 14000

“Tel. (52)54870900

www.incmnsz.mx

i
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“2014, Afto de Octavio Paz”

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICIGN

SALVADOR ZUBIRAN . México, D.F. a 28 de Octubre del 2014

Dra. Gabriela Alemén Escondrillas
Depto. de Fisiologia de la Nutricién
P‘resente

Estimada Dra. Aleman:

Por este conducto le informo que su proyecto: “EFECTO DEL AYUNO Y DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINA DIETARIA EN LA REGULACION GENICA DE LA HISTIDASA (HAL) Y LA SERINA
DESHIDRATASA (SDH) EN RATONES PPAR ALPHA (-/-) ”, con registro CINVA 50 finaliz6 en el afio
2013. Por lo que le solicito de la manera més atenta me haga saber si el proyecto requerira una
prérroga. En caso afirmativo, favor de enviar a la:CINVA el periodo de extension que solicita y de
requerir un mayor numero de animales especificar vy justificar como se utilizardn y los
procedimientos experimentales que se llevaran a cabo con los mismos. En caso de no requerir una
| prérroga favor de llenar el formato de cierre del protocolo que se anexa a la presente.

{ Sin otro particular por el momento, gliedo de usted.

INS. NACIONAL DE CIENCIAS |
MEDICAS Y NUTRICION

Atentamente,
‘ ) “SALVADOR ZUBIRAN"

AMAC= LT 0T 20

Dra. . Bobadilla Sanl\ oval DIRECCION DE
Coordinadora de la CINV " INVESTIGACION

AN

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion.
c.c.p. Dra. Maria Elena Flores Carrasco, Encargada del Departamento de Investigacion
Experimental y Bioterio. -

o WL A

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccidn XVi
Delegacidn Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
WWWw.incmnsz.mx

Mov-3, 201¢
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

“2014, Afio de Octavio Paz”

México, D. F., a 23 de Mayo del 2014

(L Y

*  Dra. Gabriela Aleméan Escovndrﬂlas
Investigador den Ciencias Médicas C

Depto. de Fisiologia de la Nutricién
Presente. g
Estimada Doctora Aleman:

En la pasada reunién de la CINVA se reviso su s
" ., - . V.BIOTERC s
proyecto “Efecto del ayuno y de la concentracion de proteind “’d"’fé‘ta“fraweﬁmgﬁﬁ@gulacl@m

e s ~

N

/jg/wwﬁ

© .
& m WA NS
D DIRECCHSN DE NUTRICION

RN .
- ‘g%:‘&' @g
e DEPARTAMENTO O &

MOGIADE LA NUTRICION

Gueoeloke P A,

INCMNSZ

Yo 27 MAY 20w

%
E

DERaR TAMENT

AR (g Do drptiacion: del |

génica de la Histidasa (HAL) y la Serina Deshidratasa (SDH) en ratones PPAR alpha (-/-),
con nimero de registro CINVA 50M y Clave FNU-50-11-13-1. Para poder proceder con la
resolucién es necesario que nos indique: el tiempo que solicita de la prérroga para la
realizacién de este objetivo, asi como una descripcion detallada del numero de animales
que se requerifa, incluyendo edad y sexo, asi como, la conformacién de los grupos de
experimentacién, el tipo de alojamiento, duracion, tipo de alimento y disposicion de

cadaveres.

Sin otro particular me despido de usted envidndole un cordial saludo.

b

Atentamente,

3

AN G

Dra. I}P}\;ﬁi‘ma A. Bobadilla Sandoval
acion en Animales

Coordinadora de la Comisién de Investi

cep: Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
Vasco de Quiroga NTQ%/? Rafael Hernandez, Jefe del Bioterio

Colonia Seccidn

Delegacidén Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. {(52)54870900
wWww.incmnsz.mx
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“2011, Afo del Turismo en México”

INSTITUTO NACIONAL BE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION
ININ S Z - SALVADOR ZUIBNRAN

24 junio, 2011

[N SN

| Dra. Gabriela Aleman Escondrillas

| Investigador en Ciencias Médicas C
Departamento de Fisiologia de la Nutricion
Presente.

e~ ~:

Con referencia al pfd}‘/ecto de investigacion: “Efecto del Ayuno y de la
concentracion de proteina dietaria en la regulacion génica de la Histidasa (HAL) y la
Serina Deshidratasa (SDH) en ratones PPAR Alpha (-/-)”

Registro CINVA: 50
Clave: FNU-50-11-13-1

La Comision de Investigacion en Animales (CINVA), revisé la respuesta a la

observaciones emitidas por esta Comision y se decidi6 la APROBACION para su
desarrollo. - Lo C ‘

&

Atentamente

MVZ. ¥ Rafae

Coordinadet de la Comision de Investigacion en Animales

ccp. Dr. Rubén Lisker Y.- Director de Investigacion
MVZ., M.en C. Octavio Villanueva Sanchez.- Secretario CINVA
Dr. Patricio Santilldn Doherty.- Comision de Investigacién en Animales.
MVZ.M.enC. Ma. de la Luz Streber J.- Comision Investigacion en Animales
Dra. Nimbe Torres y Torres.- Comision de Investigacion en Animales
Investigacion ' e Vasco de Quiroga 15,

Tradicion Servicio ‘ ® Delegacion Tlalpan
e C. P. 14000 México, D. F.
° Tel. 54-87-09-00

Asistencia Docencia

20007700



“2011, Afio del Turismo en México”

) INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDIGAS V NUTRIGIGN
INNS7Z - SALVADOR ZUBIRAN

Abril 08, 2011

Dra. Gabriela Aleman Escondrillas
Departamento de Fisiologia de la Nutricion
Presente.

Estimada Dra. Aleman:

En referencia al proyecto de investigacién® “Efecto del Ayuno y de la Concentracién de Proteina
Dietaria en la Regulacion Génica de la Histidasa (HAL) y la Serina Deshldratasa (SDH) en Ratones PPAR
Alpha {-/-)". .

Registro: CINVA: 50
CLAVE:FNU-50-11-13-1

Le solicito amablemente dar respuesta electrdnica en el Sistema de Evaluacion de Proyectos a
las observaciones emitidas por la Comision de Investlgac'on en Animales (CINVA) para llevar a
caboe el dictamen correspondiente.

M
6@\}/ /»19‘
o \\

MVZ M/Sc RafaelHernand Gonzilez ‘ % )
Coordinador de ta-Comisién de Investigacion en Animales (CINVA ( \\\N P
S \k

"
e

Investigacion ® Vasco de Quiroga 15,

Tradicién Servicio ® Delegacion Tlalpan
’ e C. P. 14000 México, D. F.

o Tel. 54-87-09-00

Asistencia Docencia

20007700
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CLAVE DEL PROYECTO: FNU-50-11-13-1
NO. DE REGISTRO CINVA: 50

1. TITULO DEL PROYECTO:

Efecto del Ayuno y de la concentracion de proteina dietaria en la regulacion génica de la Histidasa (HAL)

y la Serina Deshidratasa (SDH) en ratones PPAR Alpha (-/-)

2a. IDENTIFICACION DE INVESTIGADORES:

Investigador: GABRIELA ALEMAN ESCONDRILLAS
Posicion institucional: Investigador en Ciencias Médicas C

Posicién en el proyecto: Reésponsable técnico -

Teléfono (ext): 2802 g e gs
Correo-e: C

Investigador: ARMANDO ROBERTO TOVAR PALACIO
Posicion institucional: INVESTIGADOR EN CIENCIAS MEDICAS F

Posicion en el proyecto: Investigadpr Asociado
Teléfono (ext): 2802 IR
Correo-e: C

Investigador: Guillermo Ordaz Nava

Posicidn institucional: Quimico

Posicion en el proyecto: Técnico de laboratcrio
Teléfono (ext): 2802 e
Correo-e:l C | v

e

lnvestigador:| A
Posicion institucignal: Estudiante de Doctorado
Posicion en el proyecto: Estudiante

Teléfono (ext): 2802

Correo—e:l C |

Investigador A |
Posicion institucional: Estudiante de Doctorado
Posicion en el proyecto: Estudiante

Teléfono (ext). 2802

Correo-e C
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Direccién de Investigacion Péagina 1 de 9

DIRECCION DE INVESTIGACION

SALIR

Clave: FNU-50-11-13-1 ’ )

Registro: 50 N

Titule del proyecto: Ffecto delAyano y de la concentracién de proteina dietarfa en la regulacién

génica de la Histidasa (MALY v & Serina Deshidratasa (SUH) en rdtones PPAR Alpha (-/-)

LY

| ' POSICION POSIGION EN 3
{ INVESTIGADOR o o EXTENSION CORREO-E
| INSTITUCIONAL ||EL PROYECTO
|

GABRIELA Investigaderen ~ R bl . C

. o esponsable )

ALEMAN Ciencias Médicas || | p 2802
| e e » técnico

ESCONDRILLAS  ||C

ARMANDO INVESTICADOR Investi dor’

iga
ROBERTO TOVAR|[EN CIENCIAS ) o 2802 C
. . Asociado
PALACIO MEDICAS F .
Guitterma Ordaz “|[Técnico de )
w2 Guinico . . . . , 2802 C
Nava laboratorio
A Estudiante de :
< Estudiante 2802 C
Doctor%do
Estudiante de -
A > Estudiante  ||2802 C

2b, PERTINENCIA DEL GRUPO DE INVESTIGADORES CON RESPECTO DEL PROYECTO

Dra. Gabriela Aleman Escondrillas: Dociorado en Clencias Biomédicas, 17 afios de experiencia en
investigacian. Nivel en Sistema Nacional de Investigadores (SN 1
Méii
Docterade en Ciencias, 30 anos de experiencia en investigacion, SMi 3

Investigadora en Ciencias
" del Depto. de Fisiologta de fa Nutricidn del INCMNSZ. Dr. As

yando R, Tovar Palacio:

frvestigador en Ciencias
Méclicas Ty jefe del Depto. de Fisiologia de la Nutricién del INCMRNSZ.

3UINST U( IONES PARTICIPANTES

De:pa:'\tm'nerm> de Fisiologia de fa Nutnicion del instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn
“Sabvador Zubiran” (NCMNSZ). Vasco de Quiroga No.
Méxica, D.F., TP 14000.

|
|
|
Doctorado
|
|
|
|
|

15, Col. Seccidn XV, Delegacidn Tlalpan,

4. PATROCINIO

4a. ORGANISMOS PATROCINADORES

Et proyecto serd sometido a la convocatoria de mvewgactor Cientifica Basica 2011 de Conacyt.
4b. ESPECIFICAR StELOS INVESTICADORES RECIBEN PACOMONETARIO O EN ESPECIE) POR SU
PARTICIPACION ESPECI/FICA EN LA INVESTIGACION

No aphica
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Direccion de Investigacion Pagina 2 de 9

5. MARCO TEORICO

a) ANTECEDENTES : El consumo de proteina en la dieta tiene como propésito principal el proveer
aminoacidos que son utilizados principalmente para sintetizar proteinas en el organismo las cuales
tienen multiples funciones. Los aminoacidos son utilizados para sintetizar moléculas pequefas
comu pueden ser algunos neurotransmisores, sintesis de compuestos conmo los grupos hemo,
bases nitrogenadas, aminodcidos dispensables, entre otros (39, 43). Debido a que no existe un
aimacén “verdadero” de proteinas, el exceso de aminoacidos consumidos a través de {a dieta debe
eliminarse Por otro lade, todas las proteinas tienen funciones bioldgicas especificas, por lo que el
catabolismo de {as proteinas es una actividad no deseable en el organismo debido a que destruir a
ura proteina significa destruir funcionalidad celular. S& conoce gue existe un recambio continuo de
‘proteinas, gue en atqunos Casos es rapido rmentras gue en otros es lento (20). Sin embargo, bajo
condiciones de |esm\oo 1 ali rr enmr:a se podr acelerar el catabolisme de aminoacidos
provenrientes de las proteinas ntt acelulares, pero este proceso debe disminuir para no catabolizar
las proteinas corporales. Estos hallazgos sugieren gue debern existir mecanismos en el organismo
capaces de eliminar el exceso de proteina cuando sta se consuma en cantidades por arriba de lo

N requertdo, ya que oo se almacena, mientras que por otro fado se debe prevenir el catabolismo de

1 Camihoandos cuando e consumo de proteind dietaria esta restringida o e} organismo se encuentra

| er psrado de ayuno. Se’conoce gue en fa primera etapa del ayuno. se reduce fa sintesis de

‘ proteinas musculares y se intsementa la protedlisis que permite la liberacion de los aminoacidos,

| espw.xa!mes'me alaninay'glutamina. Los mamiferos se adaptan a fa faita de alimento movilizando

% sus reservas de lipidos v limitando la veloaidad de utilizacion de ta proteina corporal. Durante un

| ayuno profongado esta adaptacion termina con urLincremento progreswvo en la utilizacién de

. proteina [3, 4], Este estado metabolico es reversible si los animales vuelven a alimentarse, si no lo

: ‘ hacen estardn proximaos a la muerte [1], Cabe mencionar que diversos estudios realizados en ratas
y en furmanos muestran que entre mds fejido adiposo haya en ef organismo, mayor sera su

‘ capéu..id&d de conservar proteina y sobrevivir por un tiermipo mas prolongado al ayuno [3-5]. ;Qué

B provora fa reduccin de fa protediisis muscular pard dar pasc a la oxidacién de dcidos grasos como

| fuente de energia en el ayuno pro‘loagddo’? ;Que sefal es la encargada de “comunicar” al misculo

‘ esquetético que debe reducir su catabolismo? Hasta el momento rio existe informacién clara al
respecto. Fl control del cathibolismo de los aminodcidos lo ejercen fas enzimas involucradas en su

? oxidacion, a gulenes se les conoce como enzimas degradadoras de aminodcidos. Existe una enzima

‘ degradadary para cada aminoacido con la excepcion de 10s aminodcidos de cadena ramificada

1 (leucing, isoleucina y valing) . La mayor parte de las enzimas degradadoras de aminodcidos se

} tocalizavi principalmente a nivel del higado, y estudios previos han demostrado que la actividad de

\ estai SuzZimas aumenta Cuando se consumen dietas con uri aito conteyndo de proteina (39). Sin

‘ ernbargo pooos ballazgos se han obrenido sobre la regulacién de la expresion de estas enzimas.

| Estuciios en miestro grupo han twomado como modelo de estay enzimas a le histidina amonio liasa,

| ; tambian conocida como histidasa (HAL), 1a cual cataliza la desaminacion oxidativa de ta histidina

3 para formar ackdo urecdnico. Este compuesto es posteriormente metabohzado formando formimino
terrahudrofolato v glutamato, La histdasa es una enzima cuya expresion génica aumenta cuando la

; concentracion de pl'otes’\na en g dieta incrementa (40}, o cuando se consume una dieta

deseuuitibrada en su patrén de aminoaados '(38').‘ y por otro tado disminuye cuando ocurren

i camtios enel estado .V'[u;rir,io comp en la desnutricion energético- protefca (41), o ent estados

" catabolicos (5). Se ha demuostrado gque 105 cambios en fa expresidn v actividad de 1a histidasa

} corrglacicnan rnmitivar‘rs@ nie con la concentracion de proteina en la dieta y con la concentracion
plasmatica d lL caguon, £l tratamiento con hormonas como glucagon y glucocorticoides (2)
regular a e,q\;resmn def gen de fa HAL. Recientemente ia regidn promotora del gen de la HAL fue

| aistada, v los estudios funcionales mostraron que ésta contiene elementos de respuesta para su
activacion vida Protein cinasa A (PKA) 0 protein cinasa CPKO). Se determind la posibie presencia de
dos elementos de respuesta para el factor de transcripcion denominado receptor activado por
projifeiacoies de peroxasomas (PPAR). Recientemente, estudios hechos en nuestro laboratorio
mostiaren gue al alimentar ratas con 0. ’*/u > Wy 14643, nigandc del recepror activado por
profoceiadores de peroxisomas alfa {i“»‘s-'f‘,f-‘mfx; disrminuve la expresion del gen de la HAL. Mas aln, se

Cue uns de los PPARE presentes en este gen s tuncional in vive fig.2) (datos no

puiifoa JoPor otre lado. se observe por medio de un arahisis computacional gue en las regiones
5' e jenes ge ulras enzimas degradadora de aninocaados (sernna desnidratasa, tirosina
amiroriansferasa, ataning aminotransierasa, fennalanra Ridroxiiasa) Lienen PRPARFs. También,
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Edgar v cols. (12) encontrarun gue en ratenes tratados con fibratos, ligandos de PPARw, se regula el
metabolismo de aminoacidos reprimiendo la expresion de genes como el de fa alanina
aminotransferasa y la aspartato aminotransferasa. Ademas, Kersten y cols. (17) utilizando la técnica
de microarreglos para localizar genes que estuvieran regulados por PPARx, encontraron que en
ratones PPARo(-/~) en ayuno se incrementa la expresion de ARNm de genes involucrados en las
principaies rutas del metabolismo de aminoacidos {16). Todos estos datos nos indican que es
probable Gue PPARx sea en parte el i‘esponsabie dei "interruptor” metabolico entre lipidos v
profeinas en condiciones de ayuno, RECEPTORES ACTIVADOS POR PROLIFERADORES DE
PERCUISOMAS: Los PPARS son miembiros de la.superfanulia de receptores nucleares (que incluyen a
los receptares de hormona tirowdea (TR}, acido retinoico (AR), vitarmina D) (34}, Los PPARs
reconocen preferencialmente una secuencia AGCTCA comoe elemento de respuesta en el ADN

donde se unen y activan su transcripcion. Los PPARs se caracierizan por su capacidad para formar
heterodimeros con ef receptor de acido retinoico 9-cis (RXR). De hecho, los PPARS no se unen al
ADN como homodimeros o mgngﬁwems sino que dependen de RXR como pareja para lograr la
union a los elementos de respuesta para PPARs (PPRE) (1 1), Existen tres isolipos de PPARs que se
conocen en la actualidad, el PPAR gque se expresa principalrrente en higado, el PPARy que se
expresa preferencialmente en tejido adiposo y el PPARS estd distribuido en varios tejidos, pero se
localiza principalmente en el musculo. £n el"higado de las ratas, la expresion de PPARx se regula
positiva y neqati\/amenfe por glucocorticoides e insuling, respectivamente (£2 . 35). Se ha observado
gue 14 concentracion de ARNm -y pritema se refaciona directamente con el ritmo circadiano de los
glucocerticaides circulahtes. Situaciones de estrés 0 ayuno. que wducen la secrecidn de
glucocorticoides, tambien incrementan la corncentracion de PPARw: ten hepatocitos (21). Se ha
reportado recientemente que 1os ratones transgemcm deficientes en PPARo desarrolian obesidad
e hipertriglicerideria en ausencia de hlperfagta (10). En este mismo tipo de ratones (PPARx -/-) se
probé gue un periodo corto de ayuno produce esteatosis, acumutacion miocardica de lipidos e
hipoglicernia, con una respuesta cetogénica inadecuada, ademas de que no se activa la expresion
de ganes de enzimas mitocondriales carno la acil-CoA deshidrogenasa, carnitina paimitoil

trans

a}) v extrarnitocondriales como la acil-CoA oxidasa, citocromo P450 443, mientras que
- N L, ) . - .

(PPARM ++) en condiciones de ayuno fos genes de estas enzimas son inducidas de
mafiera mport

ante (23), Por 1o tanto PRARe también juega un papel importante er los cambios

stutivas durante el ayufio. PPARK 'se activa principalmente poi acidos grasos

[SEATR PR RV

pue actdan como
sendégenos que inducen fa expresion de genes involucrados en ja oxidacidn de acidos

grasos para mantener el baiance de lipidos celufares en el higado Ademds. duranie el ayuno
tambidn

courre una induccidn de la expresion de PPARk para oxidar ios acidos grasos provenientes
del tajido adiposo (17, 235, PPARe ivegula la expresion de genes gue codifican para enzimas
involit

adas en la pmiii‘eracw)n peroxisomal y en la oxidacion de acidos grasos en peroxisomas y
ndrias. algunos de fos genes gue responden a PPARo Dincluyen a la Acil-CoAsintetasa, la
acil-Coa oxidasa, acil-CoA déshidrogenasa y la carnitina palmitolitransferasa t ({CPT-1) (4), asi
cenmo id fostoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) (33, 37) v la piruvato <inasa (PK), aungue el
mecanismo de este ditimo adn se desconoce debido a gue PPAR/RXR no interactiaa directamente

mitc

con &l gen de PK (28). Aciemé{si genes quevcodiﬂc;m para apolipoproteinas Al Alt y Clif también son
alterados por PPAR | sugitiendo un papel de PPAR otiien la regulacion del metabolismo de
Hipoproteinas (30). También se conoce que la actividad de PPAR depende de la presencia de
coactivadores y corepregores especificos. Los mas descritos son PCClo y B (coactivador de PPAR 1~
o0y BioSRC-1 (coactivador del receptor de estercides 1), PBP (Proteina de unidn a PPAR), CBP/p300
(proteina de u onal ele ma nto de respuesta a AMPC/p300), entre otros. Los complejos de
coactivadores y corepres ores poseen diterentes acuvidades enzimaticas {(como acetilasa,
desacetiiasa, metilasa, desmetilasa y cinasa) cuyo blanco es la cromatina, componentes de la
magquinaca basal de transcripcian v otros coactivadores y (ms;)u sores. £} reclutamiento y
desplazamientio orquestrado de los coactvadorss y corepresores Heva a la descampactacion de la
cromatina y al ensamble det complejo de premiciacion ¢n fas promotores, La respuesta de la

trarse

iprion esta influenciada por ja estruciura del idando, el PPARE Ja estructura del promotor y
wlar (Le \“»v"e 2006 PPARx también
acion como APL NFkB v O EREF (Delerive 1999,
Staels 1998, Gervols 2001, Recientemente, se encontrd que la sebrevxpresidn del factor de

la exn o de coactivadores v Co

G

spresoles en cada 1po vl

ingetis negatvamenty oo otras rutas de sefaliy

transcripeion FoxOb Goridhead box V3 incrementa la sxpresion de genes de la oxidacion de

amin como HAL v TAT, al realimeptar ratones Con una dieta alta en hidratos de carbono

de 24 horas de ayuno (Zhang, 2006). Qu v cols, {(Qu. 20061 mostraion que PPAR®
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interactiia fisicamente, pero antagonizando con FoxG1l en la expresion hepatica de genes

invoiucrados en el metapolismo de la glucosa. Se ha reportado la posible interaccion directa entre
PG -1y FoxOL en fa regulacian ¢
(Shilling, 2006, Puigserver, 2003).

genes gluconeogenicos. perc esta informacion es controvertida
Esros datos nos sugieren gue es probable gue la capacidad de
PPARw de regular positivamente a ios genes propios de fa oxidaaidn de dcides grasos y

negativamente a fos de la oxidacion de aminoacidos, se deba a una diferente combinacion de
coactivadores, corepresores e interaccion con las rutas de sefalizacion dependiendo de la sefial
recibida por la céluia. b) Definicion del problema: Los mamiferos se adaptan a la falta de alimento
movilizando sus reservas de lipidos y limitando la velocidad de utilizacion de la proteina corporal.
Duy:
utitizacion de proteina. Este estado metabolico es reversible si f()s anirnales vuelven a alimentarse,

T ayuno proiongado esta adaptacion terming con un incremento progresivo en la

sino lo hacen estaran pmxmos ala muerte. Cabe mencionar que diversos estudios realizados en
ratas y en humanos uestran que entre mas tejzdo adiposo haya en el organismo, mayor sera su
capacidtad de conservar protel :{J\} sabrevivir por un tiempo mas prolongado ai ayuno, Los
mecanismoes y sefiales moleculares involucradas en la utilizacion de nutrimentos en condiciones de
estrés (como el ayuno) no estarn bien descritos. ¢ Justficacion: Los estudios relacionados con la
regulacién del metabolismo de aminoacidos son muy escasos. Se sabe que PPARa es capaz de
regular positivamente la oxidacion de acide® grasos, y existen datos gue sugieren gue este factor
de tranccripcidn regula negativamente la oxidacion de aminoacidos durante ei ayuno. Por lo tanto,
resulty interesante saber el gfecto de diferentes tipos de dieta v del ayuno en ratones gue carecen
de!
utihzaion de nutrimentos durante el ayuno, y particulavl’mente sieste factor es el responsable de

factor de transcripcion PPARa, va que esto puede ayudar a entender de qué manera se regula la
dar la sedal que indica que el organismo debe conservar la proteina corporal v uiilizar los acidos

grasun come fuente de energla.

Ba. HIPOTESIS
La exprasion de genes invalucrados en la oxidacion de amincacidos incrementara conforme se

enta la concentracion de p‘ro‘r.efvmdiemria‘ asi como con una digta rca en acidos grasos

poliinsaturados en ratones PPARx(-/ ). Bespues de un periodo de 6 horas de ayuno, la expresidn
de 4
PPAG

enes mvolucrados en fa oxidacion de aminoacidos se verd dmmnumze en el higado de ratones

s ) -

6b. OBJETIVOS

Deternnnar los cambios metandlicos gue ocurren en fa oxidacion de aminocacidos en ¢f higado de
ratones PPARo (/-7 en respuesta a diferentes concentraciones de nroteina dietaria y/o una dieta
rica en Acidos grasos poiiinsatufados o sgmurado& asi como en ayuno de & norvas OBJETIVOS
ES"t‘( FICOS 1 Evaluar el efecto de una dieta rica en grasa saturada o poliinsaturada y/o con

as concentracianes de proteina en ja expresion de genes invelucrados en la oxidacion de
armincacidos regulados por PPARx. 2 Ev Aaluar el efecto del ayuno en la expresion de genes
invoiucrados en la oxidacion de anunoacidos regulados por PPARoL.

7. METODOLOGIA: DIS LNO CLN RAL
a) Uiserio del estudio
ECUS 'ncz(ho (PPARS i/

o fotal § ones

C578LE caomo v‘l}s"z'r'r(i{ que seran
e luz - oscuridad de
12 hx:.;s;r\», cada uno. La humedad relativa requenda, en base a fa Norma Ofrial Mexicana NOM-062-
VASIWES!
Cure
microaisiadores con cama de aseryin v acceso a agua v alimento ad libitum a una densidad de no
1 /

\

atenes CH/7BLEG

mante, ndos en el Bioterio del

j

wansgenicos y 42 ratones’

serd de 40 a 70%. Se dividirdn en 3 grupus dé 4

G ocadasuno, con diferencia de 3 semanas entre cada grupurtos ratones se mantendrdn én

mas de 5 ratones por cada unoe. Para «

sarrollo de esie protocolo se tormaran fos siguientes

1

"o una dieta
tones C57BL6
7BLG con 50%
orma de aceite de
fecuado). Una verz terminado el tlempo de alimentacion, se dividird cada uno de los grupos

grupos: -414 catones PPARa 1714

con s de caseine (haa en proteing

PPARA (o
«ina alta 2n proteinal. las 3 dielas con un contenico de grasa

con “Ut de caseina (@decuada en protema) y 1O rator
de ra
mai

d e '>"
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en 2 subgrupos de 7 ratones cada uno el primero seguird recibiendo su misma alimentacidén y el

segundo se mantendra en ayuno por 6 horas. - 14 ratones PPARa (~/-) y 14 ratones C57BL6 por 3
semanas con una dieta con un contenido de 6% de caseina (baja en proteéina), 14 ratones PPARa (-/
-}y 14 ratornes CS7BLE con 20% de caseina (@decuada en proteina) v {4 ratones PPARa (~/-)y 14
ratones CH7BLE con 50% de caseina {alta en proteina), las 3 dietas con un contenido de 10% de

grasa saturada (manteca de cerdo) y 5% de aceite de maiz. Una vez terminado el tiempo de
alimemacion, se dividisa cada uno de 1os grupos en 2 subgrupos de 7 ratones cada uno; el primero
segiitra reciblendo su misma alimentacion y el segundo se mantendrd en ayuno por 6 horas. - 14
ratones PPARa (~/-) v 14 ratones (S7BLE alimentados por 3 semanas con una dieta con un
conttenido de 6% de caseina (baja en g:otemd) 14 ratones PPARa (-/-) y 14 ratones {57BL6 con
20% de caseina (adecuada en proteinal y 14 ratones PPARa (== by 14 ratones C57BL6 con 50%-de
caseina {alta en prolema) las 3 dietas con un contenido de 10% de grasa poliinsaturada (aceite de
soya) y 5% de aceite de maiz. Una vez terminado el tiempo de alimentacion, se dividird cada uno de
los grupos en 2 subgrupos f!e*% htones cada uno: el primero seguira recibiendoe su misma
alimentacién vy el segundo se mantendra en ayuno por 6 horas. Para cada grupo, se utilizaran
dietas que contengan la proporcion adecuada de hidratos de carbono simples y complejos en una
refacion 1:1. Las vitaminas v minerales seran cubiertos de acuerdo a los requerimientos del ratén.
Todaos fos grupos seran alimentados ad libitum, Brevemente, ratones macho de ia cepa C57BL6, asi
como ratones transgenicos PPARA (- /-) de 6 semanas de edad corporal se alimentaran con la dieta
correspondiente a su_gyupo-tumnty £ semanas Se obtendra el higado de cada unc de ias ratones
para aislar el ARN total para cuantificar por analisis te PCR en tlempo real la expresion de los
genes TAT, HAL, PPARw, CPT-1, PEPCK, PGC ey ~1 ﬁ‘ Por otro fado, se obtendra el suero de cada
uno de los animales para cua nm‘uaz los mveh s decinsuina, glucagon, giucosa, v wrea. También se
amiento para PPARx y PGC—-

> derervainaran cambios en ia cantidad de p!O?elna presente con cada t
Tory -
Durante

S mediante Ja téonica de Western Blot, b) Descripaion de fa maniobra o intervencion:

las dos semanas de estudio se fegistrara diariamente el consumo de alimento y el peso
corporat de los animales. Paza [a obtencidn de muestras tejidos, se practird eutanasia por
exanquinacion por puncién cardiaca g revm inmovilizacion con didxido de carbono. De acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062 - LOU 1999 (27), los gases nitrogeno y argdn, al igual que el
diexidoe de carbono (CO2) son eutandsices, no anestésicas, los ctales producen hipoxia cerebral y

cerciorado de la real inconciencia del animal La fuente de CO2Z es un cilindro de gas comprimido y
e hiberard en una pequefa camara cerrada, pues se desea obtener tejidos que no tengan
contaminacion quimica que aiteren los resultados de nuestras determinaciones, asi como para
obtencion de un volumen adecuado de sangre para determinaciones de glucagon, Insulina y
glucesa v urea, ya que segln Ja norma mencionada es un medio para obtener tejidos y fluidos
corporates Hbre de contarminacion quimica y/o tejido cerebral integro. Se obtendra ef volumen total
de sangre. def cual se separard el suero por centrifugacién v se almacenard a --80° C para futuras
determinaciones de niveles de glucagon. insulina | glucosa y urea, Después de la obtencion de
sangre. se obtendran muestras de higado mediante una excision quirdrgica una vez practicada la
eutanasia del ratdn. Todos los tejidos se mantendrdn a -80" C hasta fa fecha de su utilizacidn, para
extraccion de RNA total y de extractos nucleares para western bmt ¢y Tamang de 1a muestra: Se
utifizaran wri rotal de 126 ratones transgénicos (PPARa (

tones C578L6. Fi cdlculo del
nalentes: n . 252 (Zo+ZB)2
AZ £n donde: S« Desviacion estandai. Se utilizaron datos obtenidos en un eswdio previo realizado

\

|

|

|

|

\

|

|

consecuente inconciencia. La posterior exanguinacion se llevard a cabo una vez que se haya

|

|

|

|

1 numero de muestra nose realizo segun la ecuacion de muestras ing

|

| en el s pmmmonto de Fisiologia de la Nutricion usando ta concentracion de colesterol en suero en
ratones control dhmanmdu) con una dieta alta en colesterol {2%) con un vator de +39 mg/dl. A=

| Difere

ia mimma entre & conceniracion de colesterot en suero esperada entre 105 grupos control y
v alimentados con una dieta alta en col rol con un valor de 60 mg - dl o= 0.05 (Tasa de error) B=
V.96 - 0.84 (Constantes) n: 2(3%2 (1.96 + 0,842 (60)2

5.6 Con Dase en o antenor se rnecesita yulizar un admero promedio de 7 ratones por grupo. d)

|
‘ 0.8+ 80% (Poder de la prueba; Zo+ 2
| Mecamismos de asignacion del tratamiento: Los arumales se dividirdn en 3 grupoes de 42 ratones

transgenicos y 42 ratones CS7BLO cada/uno, con diferencia de 3 semanas entre caga grupo, La
distribucion se hard de manera aleatoria, e) Grupos de rratamiento; Los grupos se ercuentran
descrito dentro del disefio del estudio, v aqui des

i ribiremos las diterentes dietas gue se utilizaran
‘ ] durarite et estudion Las dieras estan cor ‘.puawma en povcentaje por. caseina libre de vitaminas

| (Har

minerales Rogers-Harper (Harlan-Tekiad) 5%. mezda de vitaminas AIN-93-VX (Hartan-Teklad) 1%,

-Teidadh 6, 20, o 50%, acente de maiz 5%, v aceite de soya 10%, © manteca 110%), mezcla de
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citrato de colina (Harlan-Teklad) 0.165 % vy dextrosa anhidra y almidén de maiz (Drogueria
Cosmuopolita) en una proporauidon 101 para completar el 100% de la dieta. A las dietas con un
contenido de 6% caseina (baja proteina), se les agregardn 0.9% de metionina v 1.8% de treonina, ya
que éstos son aminoacidos limitantes en las ratas Los animales tendran libre acceso a la dieta y al
agua. Las dietas balanceadas estan basadas en las recomendaciones reportadas (Nutrition Research
Council, 1995%5) sobre los requerimientos nutricionales de los ratones de laboratoric, incluyendo
vitaminas y nutrimentos inorganicos. A coptinuacion se muestran las "recetas” para cada una de las
dietas gue seran utilizadas durante el estudio, asi como la composicion de las mezclas.de vitaminas
y nutrimentos inorganicas utilizadas. 6% 20% 50% Ingredientes g/Kg g/Kg g/Kg CASEINA 66.08
220.26 550.66 VITAMINAS 10 10 10 Mt NERALtS 50 50 50 ACEITE MAIZ 50 50 50 COLINA 1.65 1.65
1.65 ALMIDON 408.14 334.04 168.84 DEXTROSA 408.14 334.04 168,84 METIONINA 2 00 -
TREONINA 4 0 0 1000.00 1006:00 1000.00 ingredientes 6% 20% 50% g/Kg g/Kg g/Kg CASEINA
66.08 220.26 550. 66 VITAMINAB 10 ]O 10 MINERALES 50 50 50 Ac. SOYA o MANTECA 100 100
100 COLINA 1.65 1.65 1.65 ALM!DON 383.14 300.04 143.84 DEXTROSA 383.14 309.04 143.84
METIONINA 2 0 0 TREONINA 4 0 0 1000.00 1000.00 1000.00 Mezcla de nutrimentos inorganicos
(g/kgl Calei io 5.914 Fésforo 3.943 Potasio 4.929 Sodio 4.929 Tloro 7.607 Azufre 0.676 Magnesio
0.492 Yudo 0002 Hierro 052 Cobre 031} Molibdéro 0197 Zinc 0006 FIGOF -« - —- Mezcla de
vitaminas (g kg) Acido nicotinico 3 Pantotefato de Calcio 1.6 Piridoxina 0.7 Tiamina 0.6
Riboflavina 0.6 Acido folico 0.2 Biotina 0.02 Clanccobalamina 2.5 Aretato de Di-aifa racoferilo 15
Palmitato de vitamina A 0.8 Colecaktiferol 0.2 Filoguinona (vitaming 10 0,075 Sacarcsa 974.705 Las
dietas

5 se udmzrm!aaran durante 2 semanas. con via de administracion oral, empleando comederos

individuales de acero inoxidabie con tapadera con una capacidad de 200 g. Con estas dietas se
cubren los requerimientos de pruteina v de grasa de los ratones en base a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00- 1999, pues el pbrcentaje de proteina gue contienen es del 20% (los
vajores mostrados ya estan ajustados de acuerdo a la pureza de! producto que se emplea como
fueﬂto de proteina), mientras que el de grasd es del 5%. Las dietas experimentales contendran un
baJo contenido de proteina (6%), o uh alto contenido de proteina (50%). ademas del adecuado (20%).
El alimento cumplird con las sigutentes caracteristicas: a) Estard libre ge aditivos, drogas,
hormonas, antibioticos, pesticidas v contaminantes. b) Estara dentro de su perinodo de caducidad. ¢)
Se aimacanard en un lugar seco v ventilago en un contenedor es

eeial, Agua: potable, en
bebederos individuales de’cristal con capacidad de 500 mb. Sermantendrin las 24 horas del dia y
dusante s 2 semanas de estudio, para que Jos animales 'tenga‘n acceso a ella a libre demanda. La
cantidgad a mantener eny cada bebedero serd de 250 ml diariamente, ) Duracion del seguimiento
individual E] seguimiento serd de 2 semanas de estudio.

8. METODOLOGIA: CRITERIOS DE SELECCION
Se eliminaran def estudio los animales cuyo consumo y ganancia de peso sean insuficientes

comparandoe con los demas integrantes del mismo grupo, o bien presenten pérdida rdpida de peso,
asi como aguelos que presenten problemas de salud corroborado por el medico veterinario
encargado del Bioterio, Hlu como diarrea debilitante o letdrgia v recumbencia persistentes.

/s

9. METODOLOGIA: DESENLACES ¥ VARIABLES
a, by <) Se registrard diariamente el peso corporal y consumo de alimento de los animales. U
.

1 : €5 s de llevar a gabo la eutanasia de ic

ue i duimales, ubteniendese el

a sangre se realizaran ias sigutentes mediciones: La concentracidn de insulina y glucagon
en suero se determinaran por medio de un kit ELISA {(Alpco diagnosis) y el producta colorimétrico
generado durante la reaccion sera cuantificado en un especuofeidmeatro de placas a 450 n con una
lectiira de referencia de 650 nm. La concentracion de glucosa se determinara por el método de Ia
glucosa oxidasa por medio de un autvanalizador Y5 2700, Extraccion de ARN total Se aislard RNA
total de higado por homogenizacion en tiocianato de guanidina v ultracentrifugacién en gradiente
de cloruro de cesio (13), Para comprobar integiidad, 10ug de RNA se separaron por electroforesis
en gel de agarosa 1%/formaldehide 2.2 M. Cuantiticacion de ARNm por PCR en tiempo real: A partir
de 300 ng de ARN total se cuantificara ja concentracitn relativa de ARNmM de HAL. nCPT-1,
PEFCE. PPARw, PGC-Toty -1 usando la combinacian de reactivos para RT-PCR v PCR en un paso
(One-Step RT-PCR, Master Mix) con ensayos fluorogénicos TagMarn en un equipo de deteccion de
secuencias (SDS ABEPRISM 7000, Applied fiosystems). Se determinara el umbral de corte (Ct) en la
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curva e amplificacion y se analizard con la férmula 2-4ACT Los valores obtenidos serdn
normaiizados dividiendolos entre el valor de amplificacidn del ARN 185 en cada reaccion.
Inmunoprecipitacion v Western Blot. Los higados obtanidos seran homaogenizados con un buffer de
lisis para obtener las proteinas citoplasmaticas. 250 Yo de 1as proteinas hepdticas seran
inmunoprecipitadas con 3 pg del anticuerpo especifico para PPARe, acoplados a un congujado de
proteina A por toda la neche Bl inmunoprecipitado sera lavado tres veces can buffer de lisis y se
calentara por 5 min con Buffer Laemmli, El sobrenadante obtenido sera separada en un gel SDS-
PAGE &1 10% v transferido a una membrana de nitrocelulosa. El western blot se realizard empleando
anticuerpos especificos para PPAR, PGC-1ory - 1B, o) Se eliminardn del estudio los animales cuyo
consumo v ganancia de peso sean insuficientes camparando con los demas mtegrantes del mismo
gruno, o bien presenten pérdida rapida de pesd asi como aqde&im cue presenten problemas de
salud corroborado por el médrco veterinario encargado del Bioterio. tales como diarrea debilitante
o letargia v Iecumbe peia pemw:rte e) Los resultados we expresaran como fa media de cada
grupo. Las d n‘e»enuas angre vc;f valores de ganancia de peso, ingesuda de alimento, asi como los

valores obtenidos de 1os pardmetros bioguimicos y hotmonales, s

art evaluados por un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias con un mivel de significancia desp: 0.05. La diferencia significativa
entra o5 grupos control y probiemas serd deverminada mediante 13 prueba de Fisher usando el

rograma Statview (Abacus Concepist para Macnintosh,
s i
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A) SE TESTA NOMBRE DE PERSONAS FISICAS QUE NO SE TIENE LA
CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS TODA VEZ QUE SE
TRATA DEA DATOS PERSONALES DE ACUERDO AL ARTICULO
113 FRACCION I DE LA L.F.T.I.P.

B) SE TESTA FIRMA DE PERSONAS FISICAS QUE NO SE TIENE LA
CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS TODA VEZ QUE SE
TRATA DEA DATOS PERSONALES DE ACUERDO AL ARTICULO
113 FRACCION I DE LA L.F.T.I.P.

C) SE TESTA CORREO ELECTRONICO DE PERSONAS FISICAS QUE
NO SE TIENE LA CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS
TODA VEZ QUE SE TRATA DEA DATOS PERSONALES DE
ACUERDO AL ARTICULO 113 FRACCION | DE LA L.F.T.I.P.





