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V. RESUMEN

El receptor activado por proliferador del peroxisoma alfa (PPARa) es un importante
regulador del uso de sustratos energéticos. PPARa se heterodimeriza con el receptor x
retinoico (RXRa) y se activa por ciertos ligandos naturales y sintéticos para modular la
expresion de sus genes blanco, como los genes involucrados en la oxidacion de acidos
grasos. Ademas, la expresion de genes implicados en el catabolismo se ve incrementada
en ratones deficientes de PPARa funcional, en comparacion con la cepa silvestre (WT),
lo que sugiere que PPARa puede desempefiar un papel represor en la regulacion
transcripcional de los genes relacionados con la oxidacién de aminodacidos, incluidos los
relacionados con el ciclo de la urea. Por otro lado, el factor nuclear de hepatocitos 4 alfa
(HNF4a) participa regulando positivamente la expresion de algunos genes de las
enzimas catabolizantes de aminodacidos. La evidencia sugiere que PPARa y HNF4a estan
involucrados en este mecanismo; sin embargo, no se conoce cdmo llevan a cabo esta
regulacion. Por lo que, el objetivo del presente trabajo fue el de estudiar cémo
interactian los factores de transcripcion PPARa y HNF4a para regular la expresion de
los genes relacionados al catabolismo de aminoacidos. Los estudios in vivo con ratones
knock out para PPARa (Ppara-null) alimentados con diferentes cantidades de proteina
en la dieta mostraron que, en ausencia de PPARq, hay un aumento significativo en la
abundancia de HNF4a en el higado, lo que se asocié con un aumento en la expresiéon y
abundancia de las enzimas catabolizantes de aminoacidos (ECAs) y en la generacion de
urea postprandial. Este efecto se evidencié al incrementar el porcentaje de proteina en
la dieta. Los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina mostraron que HNF4a
puede unirse al promotor del gen de la deshidratasa de serina (SDS), enzima asociada
con el catabolismo del aminoacido serina, y este efecto se potenci6 cuando el contenido
de proteina en la dieta estuvo por arriba del requerimiento en ratones Ppara-null. Los
estudios mecanisticos revelaron que RXRa es esencial para reprimir la actividad de
HNF4a en presencia de PPARq, y que la interaccion entre PPARa y RXRa acelera la

degradacion de HNF4a a través de la ruta del proteasoma.



VI. ABSTRACT

Peroxisome proliferator-activated receptor-a (PPAR«a) is an important regulator of
energy substrate utilization. PPARa heterodimerizes with the x retinoic acid receptor
(RXRa) and is activated by certain natural and synthetic ligands to modulate the
expression of its target genes, having the main function of modulating the expression of
genes encoding for enzymes involved in fatty acid oxidation. In addition, there is
evidence that the expression of genes involved in amino acid catabolism is positively
regulated in mice deficient in functional PPARa compared to the wild-type (WT) strain,
suggesting that PPARa may play a repressor role in the transcriptional regulation of
amino acid oxidation genes, including those of the urea cycle. On the other hand,
hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4a) is known to participate by positively
regulating the expression of some amino acid catabolizing enzyme genes. Recent
evidence suggests that PPARa and HNF4a are involved in the mechanism of
transcriptional control of amino acid catabolism genes, however it is not known how
they are involved in this mechanism. Therefore, the aim of the present work was to
study how PPARa and HNF4a transcription factors interact to regulate the expression
of amino acid catabolism genes. In vivo studies with PPARa knock out mice (Ppara-null)
fed with different amounts of dietary protein showed that, in the absence of PPARq,
there was a significant increase in the abundance of HNF4«a in the liver, which was
associated with an increase in the expression and content of amino acid catabolizing
enzymes (ACEs) and in postprandial urea generation. This effect was evidenced by
increasing the percentage of protein in the diet. Chromatin immunoprecipitation assays
showed that HNF4a can bind to the promoter of serine dehydratase (SDS), an enzyme
associated with serine amino acid catabolism, and this effect was magnified when the
protein content of the diet was above the requirement in Ppara-null mice. Mechanistic
studies revealed that the presence of RXRa is essential to repress HNF4a activity in the
presence of PPARq, and that the interaction between PPARa and RXRa accelerates the

degradation of HNF4a through the proteasome pathway.



1. MARCO TEORICO
1.1 Catabolismo de los aminoacidos

Los aminoacidos son las unidades estructurales que constituyen las proteinas en el
organismo. Los aminodacidos en general tienen en comuin un dtomo de carbono central
alfa (a) asimétrico, es decir, que contienen cuatro sustituyentes enlazados
covalentemente, al que estdn unidos un grupo amino, un dtomo de hidrégeno y un
grupo carboxilo. Ademas, al atomo de carbono « se le une un grupo quimico especifico,
denominado cadena lateral, que es diferente para cada uno de los 20 aminoacidos
(Devlin, 2004). Los aminoacidos de acuerdo con su estructura quimica de la cadena
lateral se han dividido en aminoacidos zwitteriénicos o neutros, catiénicos o basicos y
anidnicos o acidos (Devlin, 2004). Existen 20 alfa-aminoacidos que son los que forman
la estructura de las proteinas, aunque existen otros aminoacidos, incluidos los beta-
aminodacidos como la taurina, que juega funciones importantes en el organismo (Nelson
& Cox, 2004). Desde el punto de vista nutricional, ocho de los 20 aminoacidos deben
ser obligatoriamente consumidos en la dieta, a estos aminoacidos se les conoce como
esenciales (Angel, 2005). Dos aminoacidos son clasificados como semi-esenciales, la
tirosina y la cisteina, debido a que estos son sintetizados directamente a partir de los
aminoacidos esenciales fenilalanina y metionina, respectivamente. El resto de los
aminoacidos se les clasifica como no esenciales, ya que pueden ser sintetizados por el
organismo (Angel, 2005). La histidina se clasifica como un aminoacido esencial durante
la infancia, y no esencial durante la vida adulta. La denominacién de no esenciales no
indica que se pueden omitir de la dieta, sino que por un cierto lapso estos pueden ser
sintetizados cuando se encuentran en bajas concentraciones en la dieta; sin embargo,
su sintesis no llega a cubrir el requerimiento de estos aminoacidos a largo plazo. Por lo
tanto, la falta de estos aminoacidos en individuos en crecimiento no permite que la tasa

de crecimiento sea 6ptima (Angel, 2005).

Los aminodacidos libres son absorbidos en el intestino, por medio de diversos
transportadores que son especificos para los diferentes grupos quimicos en los que se
clasifican los aminoacidos y posteriormente viajan por la circulacién sanguinea al
higado via la vena porta. Los aminoacidos provenientes de la dieta junto con los
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aminodacidos procedentes del recambio proteico forman una poza comun, a partir de la
cual los aminoacidos pueden tener distintos destinos metabdlicos, donde el mas
importante es su utilizacién para la sintesis de proteinas. Ademas, los aminodacidos son
también utilizados como precursores de algunas hormonas, neurotransmisores, grupos
hemo, bases puricas y pirimidinicas, asi como también de aminoacidos no esenciales
(Nelson & Cox, 2004). Sin embargo, a diferencia de los lipidos y de los hidratos de
carbono, no existe un verdadero almacén de proteinas, por lo que los aminodacidos se

oxidan en condiciones de exceso en la dieta (Figura 1).

Proteina

Degradacidn de , , Sintesis de
Proteinas 400g/dia 400g/dia | proteinas

100g/dia
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Figura 1. Panorama general del catabolismo de aminoacidos en mamiferos. ATP,
Adenosin trifosfato; H20, agua; CO2, diéxido de carbono, NH4, amonio (Imagen adaptada

(Nelson & Cox, 2004)).

Los principales sitios donde se lleva a cabo el catabolismo de aminoacidos son el higado,
el intestino delgado, el musculo y el rifién, siendo el higado el principal érgano

encargado del catabolismo de los aminoacidos (Lozano, 2011). Con el uso de isétopos
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radiactivos, durante la década de 1950, se demostré cual era el destino de los
aminodacidos. Mediante analisis de pulso-persecuciéon, fue posible estudiar la
incorporacién de aminodacidos a las proteinas. A finales de los afios 50, el uso de
aminodacidos marcados radiactivamente permitié estudiar con mas detalle la oxidacion
de los aminoacidos. Los experimentos en los que utilizaron la perfusiéon de higado de
rata con aminoacidos marcados radiactivamente indicaron que la mayoria de los
aminoacidos se catabolizaban en este 6rgano. Existen algunas caracteristicas del
catabolismo de los aminoacidos especificas de cada 6rgano, por lo que su degradacion
en cada lugar debe ser considerado en relacién con las funciones intrinsecas de cada
organo o tejido (Ekhard & Ziegler, 1997). Como se ha indicado, el higado desempefia un
papel primordial en el metabolismo, modificando las cantidades y proporciones de
aminodacidos de la sangre portal, que son distribuidos al resto del organismo. El higado
es el Unico 6rgano capaz de catabolizar todos los aminoacidos, con excepcion de los
aminodacidos de cadena ramificada, la leucina, isoleucina y valina (Devlin, 2004). Esto
se debe a que la primera enzima para su catabolismo esta casi ausente en el higado, y
se encuentra presente en varios 6rganos extrahepaticos, particularmente en el misculo
esquelético. Por ello, el musculo esquelético metaboliza gran parte de los aminoacidos
de cadena ramificada, cuyo nitrogeno es exportado en forma de glutamina y alanina, y
sus esqueletos carbonados son liberados en gran medida a la circulacion sanguinea en
forma de alfa-cetoacidos de cadena ramificada, los cuales son principalmente
canalizados al higado, en donde se encuentran presentes las enzimas que llevan a cabo
la oxidacion completa de estos aminoacidos (Devlin, 2004). Para el resto de los 17 alfa-
aminodcidos, se ha demostrado que existe una via de oxidacion especifica para cada
aminodcido en el higado. Se ha establecido que existe para cada via de oxidacién de los
aminodacidos, una enzima paso limitante, que es quien regula la actividad de la via
metabolica, modulando la velocidad o flujo a través de la via (Nelson & Cox, 2004).
Interesantemente, se ha demostrado que estas enzimas paso limitante, también
llamadas enzimas catabolizantes de aminoacidos, se ha demostrado que son la primera
enzima de cada via. Estas enzimas se caracterizan por tener valores de la constante de
Michaelis-Menten (Km) similares a la concentracion plasmatica de cada uno de los

correspondientes aminoacidos. Las tasas de catabolismo de los aminoacidos dependen,
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en gran medida, de sus concentraciones en el tejido, que a su vez reflejan el balance
entre el aporte nutricional y la necesidad metabdlica (Ekhard & Ziegler, 1997). En los
mamiferos, los aminoacidos son oxidados particularmente bajo tres diferentes
situaciones metabdlicas (Nelson & Cox, 2004): A) Durante la sintesis y degradacion
normal de proteinas celulares, lo que se conoce como recambio proteico, algunos de los
aminodcidos liberados durante la degradacién de las proteinas se degradan, si no se
reutilizan para la sintesis de nuevas proteinas; B) Cuando se consume una dieta rica en
proteinas y los aminoacidos ingeridos exceden las necesidades corporales para la
sintesis de proteinas, y dicho excedente se cataboliza. Esto ocurre ya que el exceso de
los aminoacidos no se puede almacenar; y C) Durante la inanicién o en la diabetes
mellitus, situaciones bajo las cuales las concentraciones de glucosa se encuentran en un
estado limitante, o no puede utilizarse adecuadamente, se recurre a los aminodacidos de
las proteinas celulares como combustible, para la sintesis de glucosa a través de la
gluconeogénesis (Nelson & Cox, 2004). Se ha demostrado que la actividad de estas
enzimas estd modulada por varias hormonas, como la insulina, el glucagén y los
glucocorticoides. Sin embargo, durante muchos afios no se establecieron los
mecanismos detallados por los que podia producirse la regulacion de la expresion
génica de las enzimas catabolizadoras de aminoacidos, hasta la aparicion de las técnicas
de biologia molecular. Ahora, se ha demostrado que la mayoria de las enzimas
catabolizadoras de aminoacidos tienen una Km elevada, y su saturacion se produce sélo

cuando la concentracion circulante de aminoacidos en el organismo es elevada.

1.2 Regulacion de la oxidacion de los aminoacidos.

El estudio de la regulaciéon de las enzimas degradadoras de aminoacidos, es un campo
poco explorado. A finales de los 1980°s y principios de los 1990°s hubo un avance
significativo acerca de la regulacion del catabolismo de aminoacidos, que fue
mermando hasta ser casi nulo a principios del 2000. En este corto periodo, se dilucid6
la regulacidén de la expresidn de algunas enzimas degradadoras de aminoacidos, como
es el caso de la oxigenasa de triptéfano, deshidratasa de serina, histidasa, glutaminasa,

arginasa y tirosina transaminasa, encontrandose el papel que juega la ingesta de
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proteina dietaria en su regulacion, asi como la participaciéon hormonal, como el caso de

los glucocorticoides o el glucagdn, en la expresion de algunas de estas enzimas.

1.2.1 Regulacion del catabolismo de los aminoacidos por la dieta

Uno de los principales conocimientos que se tuvieron acerca de la regulacién de las
enzimas catabolizantes de aminoacidos (ECAs) fue su regulaciéon por la dieta. La
cantidad de proteina dietaria contribuye significativamente en la expresion de las ECAs
y no exclusivamente la cantidad del aminodacido sustrato de la enzima, como se observé
en la histidasa (Torres, Martinez, Aleman, Bourges, & Tovar, 1998). Por otro lado, se
observé que en ratas Wistar alimentadas con diferentes cantidades de proteina
dietaria, habia un incremento en el nivel del RNAm de la SDS en el higado y la expresion
de la SDS aumentaba a medida que aumentaba el contenido de proteina en la dieta; sin
embargo, los niveles del RNAm caian rdpidamente en un 60% en 3 horas, después de
que las ratas se alimentaban con una dieta libre de proteinas, mientras que la actividad
de la SDS permanecia relativamente estable durante un dia y luego disminuia
rapidamente (Ogawa, y otros, 1988); un patron similar se observé en el caso de la
glutaminasa 2 (GLS2) (Watford, Nadine, Zhan, & Pannelli, 1993). Por otro lado, las
enzimas del ciclo de la urea no se salvan de una regulacion similar, ya que se ha visto
que incrementan sus niveles con una dieta alta en proteinas o cuando existe inanicién
(Christowitz, Mattheyse, & Balinsky, 1981). Cabe resaltar que las isoformas de algunas
enzimas como la SDS y GLS2, localizadas en el rifidn, no responden a la misma
regulacion por proteina dietaria (Su, Kanamoto, Miller, Ogawa, & Pitot, 1990); (Hwang
& Curthoys, 1991). De tal manera que en ese momento se conocia a grandes rasgos, que
un exceso de proteina dietaria, el ayuno prolongado y en menor medida el recambio
proteico, producian un incremento en la expresion de las enzimas degradadoras de

aminodcidos; este conocimiento se irfa refinando con el paso de los afios.

1.2.2 Regulacion del catabolismo de los aminoacidos por hormonas

La dioxigenasa de triptéfano (TDO2) fue de las primeras enzimas, a las que se les
atribuy6 una regulacion por hormonas, en especial por glucocorticoides, utilizando su

analogo sintético, la dexametasona (1982,). Danesch y colaboradores encontraron que
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el suministro de este compuesto causaba un aumento en la tasa de transcripcién del
RNAm de la TDO2, pero no tenia efecto sobre su estabilidad (Danesch, Hashimo,
Renkawitz, & Shutz, 1983 ). Ademas de los glucocorticoides, se encontr6 que el aumento
en la cantidad de proteina dietética se acompafia de un aumento en la concentracion
circulante de glucagéon. Estudios posteriores demostraron que una inyeccién de
glucagoén a ratas aumenta en 5 veces la abundancia del RNAm de la histidasa (HAL)
(Torres, Martinez, Aleman, Bourges, & Tovar, 1998). También se mostr6 que, tanto los
glucocorticoides como el Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) tenian un efecto
positivo en la tasa de transcripcion del gen de la aminotransferasa de tirosina (TAT).

En el caso de las enzimas del ciclo de la urea se observo que ademas de la dieta, también
estaban reguladas por los glucocorticoides y el AMPc (Nebes & Morris, 1988). Esto se
probo al evaluar el efecto separado y sinérgico de los glucocorticoides y el AMPc sobre
el aumento en los niveles del RNAm para cuatro enzimas del ciclo de la urea, incluida la
arginasa (Nebes & Morris, 1988). Otro estudio, realizado en ratas adrenolectomizadas
alimentadas con una dieta alta en carbohidratos, mostraba que tanto la dexametasona
como el glucagén podian aumentar la tasa de transcripcion del gen SDS en el higado,
pero la presencia de ambos potenciaba sus efectos, aumentando la tasa maxima de
transcripcion (Kanamoto, Su & Pitot, 1991). Ahora se sabe que el glucagdén puede
aumentar la tasa de transcripcion del gen SDS al aumentar los niveles de AMPc que
estimulan la union de los receptores de glucocorticoides a sus ligandos (Kanamoto, Su
& Pitot, 1991). Aunque, por otro lado, se observo que la activacion de la GLS2 a través
del glucagén no se inhibia en presencia del Rp-8-Br-AMPCcS, un inhibidor de la proteina
cinasa A (PKA), sugiriendo la existencia de un mecanismo alternativo mediante el cual

el glucagén estimula la expresion del gen (Brosnan, Ewart, & Squires, 1995).

Se ha probado que en condiciones de ayuno o tras el consumo de una dieta alta en
proteinas, el glucagoén y los glucocorticoides actiian de forma sinérgica, y esto se debe a
su capacidad para producir AMPc como una respuesta a la elevacion del glucagon para
inducir la expresion de las enzimas catabolizadoras de aminoacidos. Sin embargo,
también se debe a que el AMPc puede aumentar la estabilidad del receptor de

glucocorticoides, asi como incrementar la transcripcion del gen que lo codifica. Se ha
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observado que el aumento de la actividad de estas enzimas, por una dieta alta en
proteinas, se reprime por la administraciéon de glucosa, insulina o una dieta baja en

proteinas (Kanamoto, Su & Pitot, 1991).

1.2.3 Regulacion transcripcional de las enzimas catabolizadoras de aminoacidos

Se ha estudiado el control transcripcional para algunas de las enzimas catabolizadoras
de aminodacidos como la deshidratasa de serina, la histidasa y la glutaminasa. En el caso
de la deshidratasa de serina, se han identificado algunas secuencias responsables de su
regulacion en el promotor de su gen, utilizando ensayos con genes reporteros. Estos
revelaron que la region de -133 a -33 pb del promotor es esencial para la expresion del
gen, ya que se observa una pérdida completa de actividad cuando se elimina esta region,
atribuyendo su regulacion a los factores de transcripcion HNFla (Factor hepatico
nuclear 1 alfa) y HNF4a (factor nuclear de hepatocitos 4 alfa) (Su, Kanamoto, Miller,
Ogawa, & Pitot, 1990). Estudios posteriores mostraron dos elementos de respuesta a
AMPc (CRE) a los cuales se uni6 CREB1, designados como CRE1 y CRE2Z a
aproximadamente -3.5 kb del sitio de inicio de la transcripciéon del gen SDS. Las
mutaciones de ambos sitios CRE que se empalmaban, disminuyeron parcialmente la
activacion de la transcripcion del gen de la deshidratasa de serina por el AMPc,
indicando que el glucagdon puede estimular directamente la tasa de transcripcion del
gen SDS. Por lo tanto, los sitios CRE se consideran como potenciadores que estimulan
positivamente la expresion del gen SDS (Haas & Pitot, 1994). Estudios recientes indican
que la expresion del gen SDS esta regulada a la baja por HNF4a (Contreras, y otros,

2015).

En cuanto a la histidasa, el andlisis del promotor de su gen revela la presencia de varios
elementos de respuesta para varios factores de transcripcién, incluyendo CCAAT /
proteina de unién potenciadora beta (C/EBP), factor nuclear de interleucina 6 (NF-IL6),
HNF4, receptores de progesterona, glucocorticoides y CREB1 (Proteina de Uni6n a
Elemento de Respuesta al AMP Ciclico 1) (Aleman, Ortiz, Langley, Tovar, & Torres,
2005). En particular, la presencia de elementos CRE en la region entre -340 a -815 pb

del promotor, establece la evidencia que explica los efectos del glucagon en la expresion
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del gen HAL. De hecho, la estimulacién con forskolina activa el promotor del gen de la
histidasa, lo que sugiere que el glucagoén puede regular el promotor de HAL al activarlo
mediante la activacion de CREB1, a través de PKA. Interesantemente, la estimulacion
con el forbol 12-miristato, 13-acetato (PMA), también activa al promotor de HAL, lo que
indica que la expresion del gen de la enzima catabolizante también puede ser

estimulada via proteina cinasa C (PKC) (Aleman, Ortiz, Langley, Tovar, & Torres, 2005).

Por otro lado, el promotor del gen GLS2 que carece de la secuencia consenso del tipo 5'-
TATAAA-3' (caja TATA), muestra que se requiere la region de -48 a -103 pb del
promotor para mantener su actividad basal, mientras que la regién de -103 a -252 es
sensible a los glucocorticoides; sin embargo, no existe un elemento putativo de
respuesta (RE) para glucocorticoides (Chung , Vincent , Jhala , & Watford, 1997). El
promotor del gen GLS2 también contiene elementos de respuesta para CRE en la region
-785 a -780 pb, HNF1 en -528 a -522 pb y HNF-5 en -528 a -522, y -405 a -397 pb.
Recientemente, se ha descubierto que HNF4a regula positivamente al promotor del gen
de GLS2, y que los elementos de respuesta para HNF4 se conservan entre humanos,

ratones y conejos (Velazquez, y otros, 2016).

1.3 Interaccion entre el metabolismo de acidos grasos y de aminoacidos

La homeostasis proteica es uno de los aspectos mas importantes que es necesario para
mantener el balance homeostatico celular (Albero, Sanz, & Playan., 2004). Las proteinas
en el organismo tienen funciones vitales, tales como la regulaciéon de la estructura
celular, la sefializacién celular, asi como en diversos procesos enzimaticos, entre otros,
por lo que la degradacion de proteina durante periodos prolongados se traducirad en

pérdida de la funcién biolégica (Nelson & Cox, 2004).

Los aminoacidos en el cuerpo juegan un papel importante en la sintesis de proteinas y
otros compuestos nitrogenados (Wu, 2009). En ciertas condiciones fisiologicas, como
el ayuno o después del consumo de una dieta rica en proteinas, los aminoacidos se
pueden utilizar como combustible energético. Existe evidencia de que los mecanismos
de adaptacion se activan cuando estas condiciones son prolongadas en el tiempo

(Harper, Miller, & Block, 1984). De hecho, la excrecion de urea se estabiliza en la orina
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con el tiempo, sugiriendo que los mecanismos implicados en la oxidacién de los
aminodacidos se suprimen como parte de esta adaptacién (Cahill, 1970), debido en parte
a que se activa un switch metabdlico que permite la utilizaciéon de acidos grasos como

fuente de energia en lugar de los aminoacidos.

Se sabe que la expresion de genes implicados en el catabolismo de los aminoacidos esta
regulada positivamente en ratones deficientes de la proteina PPARa funcional (Ppara-
null) en comparacion con la cepa silvestre C57BLACK6 de raton (C57BL/6), mientras
que la oxidacion de los acidos grasos se disminuye (Kersten, y otros, 2001), sugiriendo
que PPARa puede desempefiar un papel en la regulacion transcripcional de los genes
que participan en la oxidacién de los aminoacidos, incluidos los implicados en el ciclo
de la urea (Walters & Wallace, 2010). Otros estudios han reforzado este concepto, ya
que se observd que, en ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteina
en la dieta, la adicién del compuesto Wy14643, que es un ligando sintético de PPARq,
disminuyo los niveles del RNAm de las ECAs como HAL, SDS y TAT (Aleman, y otros,
2013). Sin embargo, los ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA)
mostraron que no hay interacciéon entre PPARa y la secuencia promotora de estas
enzimas (Contreras, y otros, 2015), lo que sugiri6 que, si bien PPAR«a inhibe la
transcripcion de las ECAs, esta regulacion se lleva a cabo indirectamente a través de un
modulador secundario involucrado en el control transcripcional. Un andlisis de
enriquecimiento funcional de los genes expresados diferencialmente, dependiendo de
la ingesta de proteina de la dieta, revelé una red de interaccién que involucraba PPARa
y varios genes, entre ellos HNF4a (Contreras, y otros, 2015). Estos resultados indicaron
que HNF4a puede ser el mediador directo de la regulacién de la expresion de las ECAs,
a través de un mecanismo indirecto que implica su interaccion con PPARa. En sintesis,
la homeostasis proteica es uno de los aspectos mas importantes que es necesario
preservar para mantener el balance homeostatico celular (Albero, Sanz, & Playan.,,

2004).
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1.4 Receptor activado por el proliferador del peroxisoma alfa (PPAR«)

PPARa pertenece a la superfamilia de los receptores nucleares. Se conoce en la
actualidad que existen tres miembros de la familia del PPAR, conocidos como Receptor
activado por proliferador del peroxisoma gamma (PPARy), Receptor activado por
proliferador del peroxisoma delta (PPARS) y PPARa (Dreyer, Krey, & Keller, 1992).
PPARY es un factor de transcripcion cuya funcion principal es la de activar el proceso
de adipogénesis (Jia, 2012). E1 PPARSY, el cual se expresa en diversos érganos y tejidos,
se ha demostrado que tiene un papel central en el metabolismo de la oxidacién de
acidos grasos en el musculo esquelético (Berger & Moller, 2002). Por otro lado, PPAR«
ha mostrado ser un regulador fundamental en la oxidaciéon de acidos grasos,
particularmente en el higado.

El gen de PPARa de ratones consta de ocho exones y se encuentra en la region
cromosomica 22q12-q13.1 (Sher, Sher, Yi, McBride, & Gonzalez, 1993). Similar a otros
miembros de la familia de receptores nucleares, PPARa contiene cinco dominios
principales: el NH 2-terminal final, dominio de transactivaciéon independiente del
ligando (o dominio A / B); el dominio de unién a DNA (4cido desoxirribonucleico)
(DBD) de 70 aminoacidos de largo o dominio C, que contiene dos motivos de dedos de
zinc altamente conservados y promueve la unién del receptor a una secuencia de DNA
en la region promotora de genes diana, conocidos como RE a PPARa (PPRE). La region
de bisagra o dominio D actda como un sitio de acoplamiento para cofactores y también
conecta el DBD al dominio de union a ligando (LBD). El C-terminal, el dominio E / F o
LBD, que es responsable de la especificidad del ligando, y la activacion de la union de
PPARa al PPRE que conduce a una mayor expresion de genes diana, contribuye a la
dimerizacion del RXR y es un sitio para la unién de co-activadores y co-represores; y
dos dominios de activacion: el primer dominio de activacién 1 (AF-1) localizado en el
extremo amino terminal y el segundo dominio de activacién 2 (AF-2) en el extremo
carboxilo terminal (AF-2).La activacion de AF-1 sola es en general débil, pero se
sinergia con AF-2 al unirse al ligando, lo que conduce a una mayor transcripcion y
expresion génica. PPARq, al igual que otros dos PPARs, forma heterodimeros con RXR

(a, B, Y) y se une a un elemento cis consenso, PPRE, en el DNA blanco, que consiste en
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dos hexanucle6tidos separados por un nucleétido (AGGTCANAGGTCA), llamada
repeticion directa. Bajo el estado no ligado, los heterodimeros PPAR«a y el receptor x
retinoico alfa (RXRa) estan unidos a represores multicomponentes que contienen
actividad de histona desacetilasa, como el co-represor del receptor nuclear y el
mediador silenciador para el receptor de hormona tiroidea y retinoide, inhibiendo asi
la transcripcion génica (Viswakarma , y otros, 2010). Después de la estimulacién por
los activadores de PPARq, los heterodimeros PPARa y RXRa se disocian de los co-
represores y reclutan co-activadores como el co-activador del receptor de esteroides-1
(SRC-1) y la proteina de unién a PPARa con actividad de histona acetilasa, y
posteriormente se unen a los PPRE de sus genes blanco para modular la transcripcion
génica (Figura 2).

® Complejo Co-represor

Transcripcion
disminuida

e

PPRE

Transcricion
incrementada

Figura 2. Regulaciéon génica mediada por PPARa. En estado no ligado, los
heterodimeros PPARa/RXRa estdn unidos a represores multicomponentes que
contienen actividad de histona desacetilasa, como NcoR y SMRT, inhibiendo asi la

transcripcion génica (A). La union del ligando a PPARa o RXRa provoca el
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desplazamiento de represores unidos, el reclutamiento de co-activadores como SRC-1
y el PBP y la modulacion transcripcional (principalmente activacién) de la transcripcién
génica (B). SMRT: Mediador silenciador de los receptores retinoicos y tiroideos; DBD:
dominio de uniéon a ADN; NcoR, Co-represor del receptor nuclear; PBP: proteina de
unién a PPAR; PPRE, RE del proliferador de peroxisoma; RXR, receptor de retinoide
X; SRC-1, Co-activador de receptor nuclear 1; PBP, Proteina de unién a PPARa; CBP,
Proteina de unién a CREB; GPS2, Supresor 2 de la ruta de proteinas G; PGC1, Co-
activador gamma del receptor activado por el proliferador de peroxisomas 1-a; PRC3,
Co-activador relacionado con PGC-1; HDAC, Complejos histona desacetilasa; SIN3,
Independiente de Swi 3; ADN, Acido desoxirribonucleico; PPARq, Receptor activado por

proliferador del peroxisoma alfa (Han, Shen, Bittner, Kraemer, & Azhar, 2017).

Este receptor nuclear se activa por ciertos ligandos naturales y sintéticos para modular
la expresidn de genes que codifican para enzimas involucradas en la oxidacion de acidos
grasos (Figura 3). Se ha demostrado que los principales ligandos naturales de PPARa
son los acidos grasos, dentro de los cuales los poliinsaturados tienen una mayor
afinidad por este factor de transcripcién. Ademas, se conoce que algunos eicosanoides
como el leucotrieno B4 y el 4cido 8 hidroxi-eicostetraenoico pueden activar a este factor
de transcripcion (Contreras, Torres, & Tovar, 2013). Se ha demostrado que la célula es
capaz también de sintetizar un ligando enddégeno especifico para PPARaq, el 1-
palmitoil.2oleoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (Chakravarthy, y otros, 2009). Por otro lado,
se han descubierto una serie de moléculas que son ligandos sintéticos de PPARq, dentro
de los que se encuentran los fibratos como el bezafibrato, fenofibrato y clofibrato, asi
como el Wy14643. Para que este receptor nuclear se una al DNA se requiere que forme
un heterodimero con el receptor X retinoico (RXRa) (Viswakarma, y otros, 2010). Este
heterodimero interactia con el PPRE, el cual tiene una secuencia consenso que consiste
en repetidos directos separados por un nucleétido (AGGTCA N AGGTCA) (Osada ,
Tsukamoto, Takiguchi, Mori, & Osumi, 1997).
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Se ha reportado que la expresion de genes involucrados en el catabolismo de
aminoacidos se encuentra regulada positivamente en ratones Ppara-null en
comparacién con los ratones silvestres (Kersten, y otros, 2001), sugiriendo que PPARa
podria tener un papel en la regulacion de la expresion de los genes asociados con la
oxidacion de los aminoacidos, incluyendo también genes relacionados con el ciclo de la

urea.
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L POLYUNSATURATED FATTY ACIDS

(PUFAs)

D CD36
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Figura 3. Representacion esquematica de la transcripcion de genes diana de PPARa. La
transcripcion de genes diana depende de la union del ligando y el reclutamiento de co-
activadores. PPAR-a puede ser activado por ciertos ligandos, tales como PUFAs y los
fibratos, que modulan la transcripcion de los genes blanco de PPARa. La unién al ADN
requiere la formacion de un heterodimero que contiene PPARa y RXRa una que es capaz
de interactuar con los elementos de respuesta del proliferador de peroxisomas. APO:
apolipoproteina; BAF60, gen 1 relacionado con Brahma/factor 60 asociado a Brahma;
CD36, Cluster de diferenciacion 36; CPT-1, Carnitina palmitoiltransferasa I; CYP,
citocromo P-450; FGF21: factor de crecimiento de fibroblastos 21; HMGCAS?2,
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hidroximetilglutaril CoA sintasa 2; p300, histona acetiltransferasa p300; PGCla, co-
activador gamma del receptor activado por el proliferador de peroxisomas 1-a PPRE,
elemento sensible al proliferador de peroxisomas; ARN POLII: ARN polimerasa II; SRC,
co-activador del receptor de esteroides; SREBP1-c, proteina de unién a elementos
reguladores de esteroles 1c; SW1/SNF, complejo modificador de cromatina no
modificable de conmutacién/sacarosa. (Imagen adaptada de (Contreras , Torres, &

Tovar, 2013)).

Estudios posteriores reforzaron este concepto, ya que se observd que en ratas
alimentadas con dietas que contenian diferentes concentraciones de proteina, la
adicion del ligando sintético de PPARa, el Wy 14,643, disminuia las concentraciones del
RNAm de las enzimas del catabolismo de aminoacidos como la HAL, la deshidratasa de
serina (SDS) y TAT (Aleman, y otros, 2013). Sin embargo, estudios de EMSA mostraron
que no hay interaccién entre PPARa con la secuencia promotora de los genes que
codifican para las enzimas (Aleman, y otros, 2013). Estos resultados sugirieron que
PPARa probablemente activaba en parte la transcripciéon de las enzimas del
catabolismo de aminoacidos, pero que la activacion podria estarse realizando
indirectamente a través de una segunda via directamente implicada en el control
transcripcional. Para estudiar la posibilidad de un efecto indirecto de la activacion de la
expresion de ECAs por PPARa, Contreras y colaboradores evaluaron el papel de PPARa
sobre el metabolismo de aminodacidos, usando el modelo del ratéon Knock out para
PPARa (Ppara null) alimentados con dietas que contenian concentraciones crecientes
de proteina (Contreras, y otros, 2015). Como era de esperarse, los ratones PPARa -/-
presentaron un incremento en la expresion de las ECAs en higado, como se observé en
el estudio de Kersten (Kersten, y otros, 2001). El analisis de enriquecimiento funcional
de los genes diferencialmente expresados por el consumo de proteina dietaria, mostro
una red de interaccion de PPARa con diversos genes, dentro de los cuales se encontrd
a HNF4aq, el cual podria ser el mediador directo de la regulacion de la expresion de ECAs,

a través de un mecanismo de interaccion indirecta con el PPARa (Figura 4).
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Figura 4: Red de interaccion de PPARa con otros genes. En verde se muestran los genes
que incrementan la expresion de PPARa y en rojo los que disminuyen su expresion.
PPARa, receptor activado por proliferador del peroxisoma alfa; HNF4«, Factor hepatico

nuclear 4 alfa (Imagen adaptada (Contreras, y otros, 2015)).

1.5 Factor hepatico nuclear 4 alfa (HNF4«)

HNF4a (NR2A1) es un miembro de la superfamilia de los receptores nucleares que se
identificé por primera vez en los extractos nucleares de higado de rata, como una
proteina de unioén al DNA en un elemento del promotor de la transtiretina (TTR) la cual
es una proteina de transporte sintetizada por el higado (Jiang, Nepomuceno, Hopkins,

& Sladek, 1995). Es un receptor que se une como un homodimero a su sitio de
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reconocimiento en un elemento de repeticion directa (AGGTCA) con un espaciador de
uno o dos nucleétidos (designada como DR1 DR2, respectivamente) (Fang, Mane-
Prados, Bolotin, Jiang, & Sladek, 2012). El HNF4a se expresa en niveles altos en el
higado, y en menor grado en el rifidn, el intestino delgado, colon y pancreas. Este factor
transcripcional se compone de seis dominios nombrados de la A ala F como se muestra

en la Figura 5 (Sladek, Zhong, Lai, & Darnell, 1990).

Dominio de unién al ligando
Dominio de dimerizacion

A
- A

N7 A/B C D E F [C

Dominio AF-1 Dominio de Dominio AF-2
unién al DNA

Figura 5: Dominios funcionales de HNF4. El dominio A/B se encuentra en el extremo
amino terminal, y contiene un motivo llamado AF-1 (funcién de activacién 1) que
implica un mecanismo de transactivaciéon constitutivo que es independiente de la
funcion del ligando. El dominio C, o DBD (DNA Binding Domain) consta de 66 residuos
de aminoacidos, es la region mas conservada entre los diferentes receptores nucleares.
Se caracteriza por una estructura de dedos de zinc con una conformacién de hélice que
permite la interaccion con el surco mayor del DNA. Este dominio también se encuentra
implicado en el mecanismo de dimerizacién de los receptores. El dominio D es una
unidn flexible entre el dominio C y el dominio E, y permite los fendmenos de rotacion
de estos ultimos. Este dominio se encuentra implicado en la localizacién nuclear. El
dominio E o LBD (Ligand Binding Domain) es una region compleja. Contiene el sitio de
fijacion al ligando, e interviene en la dimerizacidn y en la transactivacion (AF-2, funcién
de activacion 2), este dominio también esta implicado en la localizacion nuclear. La
funcion del dominio F no esta determinada, algunos receptores no poseen el dominio F

o0 éste es muy corto (Imagen adaptada de (Sladek, Zhong, Lai, & Darnell, 1990)).
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1.5.1 Ligando de HNF4«

El HNF4a se clasifico originalmente como un receptor huérfano que presentaba
actividad de transactivacidon constitutiva, aparentemente por estar ligado de forma
continua a una variedad de acidos grasos (Giguére, 1999). Se propuso que los acidos
grasos de cadena larga modulaban directamente la actividad transcripcional de HNF4a
mediante la union con sus tioésteres de acil-CoA en el LBD de HNF4a. Esta unién puede
modular positiva o negativamente la actividad transcripcional de HNF4a, dependiendo
de la longitud y el grado de saturacién del acido graso. Se ha identificado al acido
linoleico (LA) como el ligando endégeno reversible de HNF4a en el higado del raton
(Yuan, y otros, 2009). Tras la unién al DNA (Figura 6), HNF4a recluta co-activadores y
otras proteinas transcripcionales accesorias que regulan positivamente la expresion de
sus genes blanco. En el higado, donde HNF4a se localiza exclusivamente en el nicleo de
los hepatocitos, éste regula la expresidon constitutiva de un gran nimero de genes

blanco (Sladek F., Hepatocyte nuclear factor 4 (HNF-4), in Liver., 1994).

A Liganded Nuclear Receptors B HNF4
= :
—l e - ) - -
&g i i
3 y -
- ligand e <. a=
I =AF-2 \ =ligand :\'l= activated AF-2 1 =AF-2 \ = structural :y- activated AF-2
cofactor

Figura 6. Modelo de accion de receptores nucleares huérfanos. (A) Para los receptores
nucleares con ligandos conocidos, sus regiones promotoras reclutan complejos co-
represores que mantienen la transcripcion del gen blanco apagado. Con la union a su
ligando (agonista), el receptor experimenta un cambio conformacional que pone la AF-
2 en una conformacién activa que recluta co-activadores y la transcripcion se lleva a
cabo. Por el contrario, HNF4 se une constitutivamente a acidos grasos como cofactores
estructurales, planteando la pregunta de como se hace el cambio del complejo co-
represor al complejo co-activador. HNF4q, Factor hepatico nuclear 4 alfa; AF-2, funcion
de activacién 1 (Imagen adaptada de (Sladek F., Desperately Seeking..Something,
2002).
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2. JUSTIFICACION

Debido a que PPARa estd involucrado en activar la expresion de genes de la oxidacion
de acidos grasos y de reprimir la de los aminoacidos, el conocimiento del mecanismo
de accion para regular el catabolismo de los aminoacidos puede generar estrategias, a
través de las cuales se apoye a personas en condiciones de catabolismo acelerado, el
cual se presenta de manera frecuente en varias alteraciones metabdlicas. Ademas, es
importante a nivel de investigacion basica conocer como se lleva a cabo la regulacién
de la expresion de genes del catabolismo de aminoacidos, a través de la interaccion de
PPARa con HNF4a, de la cual se conoce poco. Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio fue el evaluar el impacto metabolico de la pérdida de funcién de PPARa sobre
el consumo de diferentes cantidades de proteina dietética, y establecer el mecanismo
molecular por el cual el catabolismo de aminoacidos se regula en el higado por la

interaccion entre los factores de transcripcion PPARa y HNF4a.
3. HIPOTESIS

La regulacion del catabolismo de los aminoacidos depende de la interaccion a nivel de

proteina entre PPARa y HNF4a.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto metabélico de la pérdida de funcién de PPARa sobre el consumo

de diferentes cantidades de proteina dietética, asi como establecer el mecanismo

molecular por el cual el catabolismo de aminoacidos se regula en el higado por la

interaccion entre los factores de transcripcion PPARa y HNF4a.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar si existe una interaccion a nivel de proteina entre HNF4a y PPARa
mediante ensayos de coinmunoprecipitacion.

Estudiar el efecto de la expresion a nivel proteina de PPARa sobre la
estabilidad de HNF4a.

Estudiar el efecto de PPAR« sobre la interaccion entre HNF4a y el promotor
del gen de la SDS.

Realizar ensayos de inmunolocalizacién de HNF4a y PPARa en el higado de
ratones silvestres C57BL/6 alimentados con diferentes concentraciones de
proteina dietaria.

Estudiar el efecto de ingesta de diferentes concentraciones de proteina sobre
la ganancia de peso y parametros bioquimicos en los ratones silvestres
C57BL/6y Ppara null.

Estudiar el efecto de la carencia de PPARa en comparacién de los ratones
silvestres C57BL/6 sobre la composiciéon corporal mediante resonancia
magnética.

Ver el efecto de la carencia de PPARa en comparacidn de los ratones silvestres
C57BL/6 sobre el gasto energético e intercambio respiratorio por calorimetria
indirecta.

Analizar la expresion de HNF4a, PPARa y enzimas catabolizadoras de

aminoacidos en el higado de ratones silvestres C57BL/6 y Ppara null.
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5. METODOLOGIA

5.1 Cultivo celular y transfecciones para la Co-inmunoprecipitacion y ensayos
de estabilidad de HNF4«

Las células embrionarias de rifion humano 293 (HEK 293) se mantuvieron en medio
esencial minimo (MEM) de Gibco™ suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%.
Las transfecciones se realizaron con el reactivo de Lipofectamine® LTX con
Plus™ (Thermo Fisher Scientific) en un medio sin antibiético y sin SFB. La transfeccion
se llevé a cabo con solo el plasmido Flag-HNF4a, por otro lado, se cotransfect6 con Flag-
HNF4a y PPARq, por ultimo, se transfecté con Flag-HNF4a, PPARa y RXRa, para
normalizar se afiadieron plasmidos vacios en cada transfeccion. El medio fue
reemplazado por MEM suplementado con 10% SFB, 5 h después de la transfeccién. Y

24 h después de la transfeccion, se llevo a cabo la lisis celular para obtener los extractos.

5.2 Co-inmunoprecipitacion de proteinas

Las perlas magnéticas anti-FLAG M2 (Sigma-Aldrich M8823) se incubaron con 500 ug
de proteina total de células HEK 293 transfectadas, durante toda la noche a 4 ° C en un
rotor (LabRoller). Después de la incubacidn, las perlas se recogieron con un soporte
magnético y se lavaron varias veces con buffer IP 100 (TRIS 500mM, MgCl2 5mM, 100
Mm KCl, EDTA (Acido etilendiaminotetraacético) 1mM, glicerol 10%, DTT 1Mm, NP40
1%). Se eluyeron las proteinas inmunoprecipitadas fueron eluidas por calentamiento
durante 5 min en buffer de muestra Laemmli (Bio-Rad, Hercules CA, EE. UU.), seguido
de SDS-PAGE (Electroforesis Desnaturalizante en Gel de Poliacrilamida). Los plasmidos
de PPARa y RxRa se compraron en la empresa Addgene, mientras que el plasmido de
FLAG-HNF4a fue una donacion de la Dra. Elizabeth Langley del Instituto Nacional de

Cancerologia.

5.3 Western blot

Los ensayos de western se realizaron en SDS-PAGE, con un porcentaje del 8%. Las
corridas electroforéticas fueron de 75 V durante 20 min y después a 100 V durante 1 h

y media. Para la transferencia se utilizaron membranas de nitrocelulosa en camara
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himeda durante 1 ha 100 V. Al termino se bloquearon las membranas con leche al 5 %
de Bio-Rad®. La misma solucién, pero al 1 % se utiliz6 para diluir 1:1000 los
anticuerpos primarios de HNF4a, RXRa y PPARa, con los que se incubaron las
membranas durante 12 h a 4 °C, se lavé abundantemente con TBS-tween y se incub6
con el anticuerpo secundario de ratén diluido 1:3000 en leche al 1 % durante 1 h. Las
membranas se revelaron usando los reactivos de deteccién de quimioluminiscencia de

Bio-Rad® y se observaron utilizando el fotodocumentador ChemicDoc.

5.4 Modelo animal y tratamientos dietarios

Se utilizaron ratones macho cepa C57BL/6 y Ppara-null de 7-9 semanas de edad con un
peso promedio de 20-22 g. Esta cepa transgénica tiene deletado un fragmento de 83 pb
del ex6n 8 del gen de PPAR«a y en su lugar tiene un cassete de resistencia a neomicina
que se traduce en un PPARa no funcional. Para evaluar el papel de PPARa en el
catabolismo de aminoacidos, los ratones C57BL/6 y Ppara-null se alimentaron con tres
diferentes dietas isocaloricas ad libitum durante 10 dias. Se manejaron 3 grupos, un
grupo fue alimentado con la dieta control con los requerimientos de la American
Institute of Nutrition (AIN-93), otro grupo de ratones fueron alimentados con una dieta
baja en proteina correspondiente al 6% y el tercer grupo con 50% de proteina (Tabla
1), ajustando la concentracién de proteina con carbohidratos. Al término de los 10 dias,
los ratones se dividieron en dos grupos de 8 ratones, un grupo de ratones se mantuvo
en ayuno durante 16 h (de las 5 pm a las 9 am del siguiente dia) antes de ser
sacrificados, y el segundo grupo se sacrifico después de 3 horas de alimentacidon (de las
6 am a las 9 am). Se anestesiaron los ratones con sevoflurano y se extrajo sangre de la
vena cava. Por otro lado, se extrajo el higado y se almacen¢ a -70 ° C para su posterior
analisis. Todos los procedimientos se aprobaron por el Comité de Cuidado Animal del

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion (FNU-1828-16 / 19-1).
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Tabla 1. Composicién de la dieta AIN-93 ajustada con distintas concentraciones de

proteina y carbohidratos.

AIN-93G (g/kg) | AIN-93G (g/kg) | AIN-93G (g/kg)

6% 20% 50%
proteina/77% | proteina/63% proteina/33%
carbohidrato carbohidrato carbohidrato

Almidon 485.88 397.5 209.94

Caseina (>85% 60 200 500

proteina)

Dextrinas 161.36 132 69.72

Sacarosa 122.24 100 52.82

Aceite de soya 70 70 70

Fibra (celulosa) 50 50 50

Mezcla de | 35 35 35

minerales

Mezcla de 10 10 10

vitaminas

L-cistina 3 3 3

Colina 2.5 2.5 2.5

5.5 Determinacion del gasto energético y coeficiente respiratorio

El gasto energético y coeficiente respiratorio se midié a través de colorimetria indirecta

utilizando el equipo Oxymax-CLAMS Lab Animal Monitorin System (Columbus
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instruments, Columbus, OH, EUA)). Al término de los 10 dias de tratamiento se
colocaron los animales en jaulas individuales cerradas herméticamente y conectadas a
un flujo de aire, después de un periodo de aclimataciéon de 12 h. Se evalué el consumo
de oxigeno (VO2, mL/kg/h) y la produccién de CO2z (VCO2, mL/kg/h), durante los
periodos de ayuno y alimentacién. Dichos parametros se midieron durante un lapso de
90s, repitiéndose cada 22 min durante 24 horas. El coeficiente respiratorio se calcul6
como una relacién entre el CO2 producido respecto del 02 consumido (VC02/VO02). Por

lo que el coeficiente respiratorio se determind de la siguiente manera:

RE= VCO2 producido

VO2 consumido

El coeficiente respiratorio nos permite determinar qué fuente de carbono se esta

oxidando:

Carbohidratos (glucosa)

CeH1206 + 602-> 6COs6 + H202 RER=6C02/602 =1.00

Lipidos (acido palmitico)

C16H3202 + 2302>16C06 + 16H202 RER=16C02/2302=0.70

5.6 Variables bioquimicas plasmaticas

Se tomd sangre por puncion cardiaca con una jeringa heparinizada el dia de la
eutanasia, la sangre se centrifugo a 3000 rpm durante 15 min y se separaron 200 uL de
plasma. Se cuantificé glucosa, triglicéridos, colesterol y urea por métodos enzimaticos

colorimétricos mediante el uso del auto analizador Cobas C11 de Roche®.

5.7 Extraccion de proteinas y Western blot

Las proteinas se extrajeron del higado usando un amortiguador de lisis (Tris 50 mM
(pH 7.4), KC1 150 mM, EDTA 1 mM, NP-40 al 1%, NAM 5 mM, butirato de sodio 1 mM e
inhibidores de proteasa). Se cargaron 20 ug de proteina extraida en geles SDS-PAGE

(10%) y luego fueron transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilideno
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(Bio-Rad). Se bloqueé con 5% de leche en polvo libre de grasas. Posteriormente las
membranas se incubaron con anticuerpos especificos contra PPARa (sc-9000 1: 1000),
RXRa (sc-553 1: 1000), HNF4a (sc-8987 1: 1000), Gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (sc-365062 1: 1000) y Lamina 8 (sc- 6216: 1000), obtenidos
de Santa Cruz Biotechnology. Las proteinas de interés se detectaron con un anticuerpo
inmunoglobulina G- H&L (IgG-H & L) anti-ratéon de cabra (ab6789 1: 15000), IgG anti-
conejo de cabra H&L (ab6721 1: 18000) de Abcam, o anticuerpo IgG anti-cabra de
conejo (sc-2768, 1: 3500) de Santa Cruz Biotechnology. Las reacciones de deteccion de
anticuerpos se llevaron a cabo utilizando el kit: Sustrato quimioluminiscente
Immobilon Western de HRP (Millipore, Temecula, CA). La quimioluminiscencia se
digitalizé utilizando un sistema de imagenes ChemiDoc MP (Bio-Rad, Hercules, CA) y

analizados utilizando el software Image].

5.8 Ensayo de luciferasa

Las células de la linea celular de hepatocarcinoma humano (HepG2) se transfectaron
con la construccion del promotor del gen SDS insertado en el plasmido GL3 (pGL3b)
(PGL3b-SDS) (Promega) usando FuGENE HD (Roche Applied Science). Las celdas
fueron cotransfectadas con los vectores de expresion Flag-HNF4a, PPARa y RXRa. El
vector pGL3b también se transfecté como control basal; después de 24 h de incubacion,
se lisaron las células de acuerdo con el protocolo dual luciferasa (Promega®). Se midio
la actividad como unidades relativas de luz con un BD Monolight Luminémetro 3010C
(BD Biosciences Pharmingen®). Se cuantifico la proteina total por el método de Lowry
(BIO-Rad) para normalizar. Cada tratamiento se realizo por triplicado y todos los
experimentos se repitieron al menos tres veces. La actividad de la luciferasa se midié
como unidades relativas de luz con un BD Monolight 3010C luminémetro (BD
Biosciences, San Diego, CA, EE. UU.). La concentracién de proteinas de las muestras se
determiné usando el ensayo de Lowry (Bio-Rad) para normalizar la eficiencia de la

transfeccion.
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5.9 Silenciamiento de HNF4«a

Se sembraron placas de seis pozos con células HepG2 a una densidad de 2 X 105
células/pozo en 3 ml de MEM (Gibco), y después de 24 h se realiz6 la transfecciéon
transitoria utilizando el Reactivo de transfeccion de Lipofectamine LTX & PLUSTM, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Luego, se agregaron 500 ng de pequefios
RNA de horquilla de HNF4a (sh HNF4a) o el control del acido ribonucleico de horquilla
(sh RNA-control) alos pozos, por triplicado, junto con 400 ng de la construcciéon PGL3b-
SDS (Promega) (-831 / + 290 pb) y 100 ng del plasmido HNF4a marcado con Flag.
Después de 72 h de transfeccidn, las células se lisaron con 200 pL de buffer de lisis
pasivo de acuerdo con el protocolo dual luciferasa (Promega®). La actividad de la
luciferasa se midi6 como unidades de luz relativa con el luminémetro BD Monolight
3010C (BD Biosciences, San Diego, CA, EE. UU.). La concentracidon de proteina de las
muestras fue determinada de acuerdo con el ensayo de Lowry (Bio-Rad) y se usé como

control para normalizar eficiencia de transfeccidn.

5.10 Inmunofluorescencia

Para identificar las células que expresan PPARa y HNF4q, se realizaron cortes del
higado de 2 um fijadas con formalina. El tejido incluido en parafina se coloc6 en
portaobjetos cargados positivamente. La desparafinizacion y La rehidratacion se
realizé utilizando xileno y alcoholes graduados. La recuperacion de antigeno se llevo a
cabo durante 10 min a 100 ° C con buffer de citrato, pH 6.0 (Enzo Life Sciences, Inc.,
Farmingdale, NY, EE. UU.), Los portaobjetos se lavaron con agua desionizada y luego
con buffer de lavado y se evito la tincidon de fondo inespecifica incubado durante la
noche a 4 ° C con un bloqueador de fondo IHC (Enzo Life Sciences). Después se incub6
con la adicién de anticuerpos especificos contra PPARa (sc-9000 1: 1000) y HNF4a (sc-
8987 1: 1000) (Santa Cruz Biotechnology) diluido a 10 pg / ml durante 1 ha 4 ° C. Para
la deteccidn de la unidn, las muestras de tejido se incubaron con Alexa de cabra anti-
conejo, anticuerpo secundario conjugado con flior 488 (1: 500, ab150077, Abcam) y
anti-conejo de cabra DyLightTM 549 (1: 2000, FDR549C, Biocare Medical) a

temperatura ambiente durante 1 h en la oscuridad. Finalmente, se utilizo DAPI para los
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nucleos (UltraCruz Aqueous Medio de montaje con DAPI, Santa Cruz Biotechnology). Se
utilizé un control negativo universal (especifico para anticuerpos de conejo, ratén o

cabra) (Enzo Life Sciences) en lugar de un anticuerpo primario.

5.11 Ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP)

Se procedio a la realizacion de ensayos de ChIP en tejido de higado de ratones C57BL/6
y Ppara null alimentadas por 10 dias con 6, 20 y 50 % de caseina que representaban

una dieta baja, normal y alta en proteina, respectivamente.

5.11.1 Cross-linking y lisis celular

En un mortero con nitrégeno liquido o hielo seco se pulverizo el higado congelado a -
20 °C, se pesaron 200 mg de tejido y se colocé en un tubo Falcén de 15 mL con 5mL de
solucion de cross-linking con buffer de fosfatos (PBS) 1x y formaldehido al 1% (0.1 mM
de NaCl, 1 Mm de EDTA, 0.5 mM de EGTA y 50 Mm de HEPES, pH 8). Se colocaron en
agitaciéon por 10 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo agregando glicina
2.5 M, teniendo una concentracion final de 0.125 M, se dej6 en agitacién otros 5 min a
T.A. Las muestras de tejido se centrifugaron 5 min a 5000 rpm a 4°C, seguido de tres
lavados de 10 min a 4 °C con PBS frio, entre cada lavado se centrifugaba a 5000 rpm por
5 min y se desech¢ el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 1 mL de buffer de lisis
celular (60 mM de KCl, 1 Mm de EDTA 0.5% de NP40 y 10 mM HEPES, pH 8) y se
centrifugo 10 min a 8000 rpm a 4°C. Se quit6 con cuidado el sobrenadante y se agregé
1 mL de buffer de lisis de ntcleos (10 mM de EDTA, 1% SDS y 50 mM de Tris-HCI, pH
8).

5.11.2 Sonicacion

Se obtuvieron fragmentos de alrededor de 300 a 500 pb con el sonicador EpiSonicTM.
Multi-Functional Bioprocessor 1100. La sonicacién se llevd a cabo en 20 ciclos, con 60
seg de sonicacion y 60 seg de descanso usando una amplitud de 40 % a 4°C. Se tom6
una pequefia alicuota para revertir el cross-linking, cuantificar el DNA y correr un gel de

agarosa para verificar el tamafio de los fragmentos sonicados.
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5.11.3 Inmunoprecipitacion

Después de sonicar, se centrifugaron las muestras a 11 000 x g a 4°C por 10 min,
guardando una pequefia alicuota del sobrenadante antes de desecharlo. Se hizo una
dilucién 1:10 con el buffer de diluciéon (150mM de NaCl, 2 mM de EDTA, 1% de tritén
X-100y 20 mM Tris-HCI, pH 8). Se incub6 la cromatina soluble por 4 h a 4°C en agitacion
constante con 40 uL de suero de caballo y 40 uL de perlas de agarosa con proteina A/G,
a una temperatura de 4°C se centrifugé a 300 rpm por 5 min, se tomo el sobrenadante
y se agreg6d 4 ug de anticuerpo para anti-HNF4q, anti-IgG (control negativo) por
separado y se incub6 toda la noche a 4°C. Al siguiente dia a cada inmunoprecipitacién
se agrego6 40 uL de perlas magnéticas de proteina A/G con DNA de esperma de salmén
(ssDNA) se dejoé rotando por 4 h a 4°C. Se recuperaron las perlas y se lavaron
secuencialmente por 10 min en los buffers: PARO I (0.1% SDS (Dodecil Sulfato de
Sodio), 2 mM de EDTA, 1% de triton X-100, 20 mM Tris-HCl y 150 mM de NaCl), PARO
I1 (0.1% SDS, 2 mM de EDTA, 1% de triton X-100, 20 mM Tris-HCl y 500 mM de NaCl) y
PARO III (0.25 M LiCl, 1% NP40, 1% Deoxicolato, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8).
Al finalizar de los lavados con los buffers de paro, se llevé a cabo el ultimo lavado dos
veces con buffer TE. Por Gltimo se agregé a las perlas 150 pL de la solucién de lavado
de perlas y se incubo durante 15 min a 37 °C, se centrifugé a 3000 rpm/1 min y se
recuperd el sobrenadante, se repitié el paso anterior, recuperando de nuevo el
sobrenadante teniendo un volumen final de 300 ul, posteriormente para revertir el
cross-linking se incub6 con NaCl 5M y RNAsa 10ug/mL a 65 °C por 4 h, al término de
esta incubacion se agreg6 proteinasa K y se incubo a 60°C durante 1 h para revertir el

cross-linking y se purificé la cromatina por el método de fenol-cloroformo.

Se realizé un analisis de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores
especificos que flanquean el sitio putativo al RE a HNF4a (HRE) en el promotor del gen
de HNF4 «, utilizando los siguientes cebadores: GGC TCA GTG GGT AAG AGC AC
(directo) y GAG CGA GCG AGA GGA GTA GA (reverso). Se utilizo el siguiente programa:
95 °C durante 5 min seguido de 30 ciclos de 95 °C durante 1 min, 61.6 °C durante 1 min
y 72 °C durante 2 min, con una extensidn final a 72 °C durante 10 min. Los productos

de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1.0 % (peso / volumen). Para la PCR en

35



tiempo real, se utilizaron 2 pl de muestra purificada con 1 pmol de cebadores
flanqueantes y 5 pl de SYBR Green Master Mix (Roche). El esquema de PCR utilizado fue
de 95 °C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 15 s y 61 °C durante 1
min. La amplificacion y deteccidn de productos especificos se realizé con un Light Cycler
480 (Roche). Las cantidades relativas se calcularon utilizando el ciclo umbral (CT)
comparativo como porcentaje de la entrada de CT para cada muestra para la

normalizacion.

5.12 Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como el promedio * desviacion estandar (SD). Se utilizo
una prueba t de Student para comparar diferencias entre dos grupos no apareados. El
analisis de mas de dos grupos se realiz6 por una prueba de ANOVA de una via seguido
de la prueba post hoc de menor diferencia significativa (LSD) de Fisher. Se utiliz6
ANOVA cuando se compararon dos variables, como la concentracién de proteina en la
dieta y el genotipo, seguido de la prueba post hoc LSD de Fisher para multiples
comparaciones e interacciones de variables. Todos los valores de p fueron de dos colas
con un valor de significancia menor a 0.05. Ademas, se muestran las comparaciones
multiples resumidas con letras pequeiias. Cuando un grupo fue diferente a otro, a la
barra mas alta se le asigné la letra a, al grupo con la siguiente mayor diferencia
significativa se le asign6 la letra b, y asi sucesivamente hasta la letra d. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism (GraphPad Prism 7,

San Diego, CA).
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6.- RESULTADOS

6.1 Interaccion a nivel de proteina entre HNF4a y PPARa

Primero se evalud la regulacion de HNF4« en células HEK 293, un modelo ideal por no
expresar HNF4a endogeno, determinando si la abundancia de la proteina HNF4a se
modifico por la presencia del agonista de PPARa, Wy14643. En condiciones basales, la
transfeccion de estas células con HNF4a, PPARa y RXRa ligeramente aumento la
abundancia de la proteina nuclear de HNF4q, y después de 36 y 48 h, se observd una
disminucion significativa en los niveles de la proteina nuclear de HNF4a (Figura 7A'y
B). La activacion selectiva de PPARa con Wy14643 resulté en un aumento progresivo
en la abundancia de proteina nuclear de HNF4a después de 12, 24 y 36 h de
estimulacion, efecto que se perdié después de 48 h de incubacién con este compuesto
(Figura 7A y B). Estos resultados sugieren que la activaciéon de PPARa promueve la
translocacion nuclear de HNF4a. Dado que la unién de Wy14643 a este factor de
transcripcion implica el reclutamiento de su pareja el heterodimero RXRa, se evalu6 si
el cambio en la estabilidad de HNF4«a estaba posiblemente mediado por una interaccion
potencial entre PPARa y RXRa. Para ello, se cotransfectaron células HEK 293 con los
vectores de expresion PPARa y HNF4q, o una combinacién de los tres factores de
transcripcion PPARa, RXRa y HNF4a. Se observo que la cotransfeccién con los tres
receptores de transcripcion redujo significativamente la abundancia proteica total de
HNF4q; sin embargo, la coexpresion de PPARa con HNF4a en ausencia de RXRa no
afect6 la abundancia total proteica de HNF4a (Figura 7C). Interesantemente, la
abundancia total de las proteinas PPARa o0 RXRa no se modificé por la cotransfecciéon
con los tres receptores nucleares (Figura 7C), lo que sugiere que PPARa y RXRa
interactian y modulan la abundancia de HNF4a. Para demostrar que PPARa interactua
con HNF4aq, se realizaron ensayos de Co-inmunoprecipitacion. Llama la atencién que
cuando HNF4a se sobreexpres6 con PPARa en ausencia de RXRa, no se observo union
entre PPARa y HNF4a (Figura 7D). De hecho, PPARa se unié a HNF4a solo cuando las
células se transfectaron con los tres receptores nucleares, lo que indica que la unién de
HNF4a a PPARa estd mediada por RXRa, como se muestra en la Figura 7D. Dado que

este efecto sobre la reduccion de la proteina HNF4a después de la activacion de PPARa
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se observo solo después de 48 h de estimulacion, el resultado sugiere que la vida media
de la proteina total de HNF4a es superior a 48 h, lo que significa que antes de este
tiempo la proteina HNF4a es estable. Por tanto, se llevé a cabo un andlisis del curso
temporal de la abundancia de proteinas totales de HNF4a en células cotransfectadas
con los vectores de expresiéon para HNF4a y PPARa o HNF4a, PPARa y RXRa en
presencia de cicloheximida, un inhibidor del proceso de traduccién. Los resultados
demostraron que la coexpresion de HNF4a y PPARa o HNF4a, PPARa y RXRa no cambi6
la concentracion de HNF4«a total en las primeras 12 h de incubacién. Sin embargo, la
cantidad de la proteina total de HNF4a se redujo significativamente después de 20 h de
incubaciéon en las células que coexpresaban HNF4a/PPARa y se trataron con
cicloheximida (Figura 7E y F). Interesantemente, la coexpresion de HNF4a, PPARa y
RXRa redujo rapidamente los niveles de proteina total de HNF4a después de 12 h de
incubacion, lo que sugiere que la presencia de PPARa y RXRa promovié una rapida tasa

de degradacién de HNF4« (Figura 7E y F).
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Figura 7: Regulaciéon de HNF4a por PPARa y RXRa. (A) Western blot y (B) Analisis densitométricos de los
niveles de proteina nuclear de HNF4a normalizadas con el control lamina 3, después de la incubacion con el
ligando sintético Wy14643 o vehiculo (DMSO) durante 12, 24, 36 o 48 horas en células HEK 293
transfectadas con HNF4a, PPARa y RXRa. (C) Western blot de la cantidad de proteinas totales de HNF4q,
PPARa o RXRa en células HEK 293 transfectadas con PPARa en presencia o ausencia de HNF4a y RxRa o en
combinacién con los tres factores de transcripcién. GAPDH se us6 como proteina estructural. (D) Disefio
esquematico de la coinmunoprecipitacion de HNF4a con RxRa. Se inmunoprecipitaron (IP) extractos de
proteinas totales de células HEK 293 con HNF4a. Las proteinas HNF4a, PPARa o RxRa en el material
inmunopurificado se detectaron mediante Western blot. (E) Western blot y (F) analisis densitométricos de
la proteina HNF4a normalizada con el control GAPDH en células HEK 293 transfectadas con HNF4a y PPAR«a
o HNF4a, PPARa y RXRa estimuladas con cicloheximida durante 12, 16, 20 y 24 horas. Wy14643, Acido
pirnixico; HEK 293, Células embrionarias de rifion humano 293; HNF4a, Factor hepatico nuclear 4 alfa,
PPARa, Receptor activado por proliferador del peroxisoma alfa; RxRa, Receptor x retinoico allfa; DMSO,
Dimetil sulfoxido; GAPDH, Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Los datos se presentan como la media

+ SEM. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t de dos colas no apareada (paraBy F). *p

<0.05; *p <0.01.n = 3.
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6.2 Degradacion proteasomal de HNF4« por la interaccion con PPARa y RXRa

Para establecer el mecanismo potencial de degradacion de HNF4a después de la
coexpresion de HNF4a, PPARa y RXRa, se incubaron células HEK 293 en presencia o
ausencia de un inhibidor de la via de degradacidon del proteasoma (MG-132). Los
resultados mostraron un aumento muy significativo en la cantidad de la proteina total
de HNF4a en las células transfectadas con HNF4a y PPARa después de 24 h de
incubacion con MG-132, en comparacion con el mostrado en las células en presencia
del vehiculo (Figura 8 ). Se observé un patrén similar en las células cotransfectadas con
los tres receptores nucleares; sin embargo, el aumento se detect6 después de 12 hy se
mantuvo después de 24 h de inhibicién de la ruta de degradacion del proteasoma
(Figura 8B). Estos resultados sugieren que PPARa induce la degradacion de HNF4a a
través de la ruta del proteasoma, un efecto que se potencia rapidamente en presencia

de RXRa.
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Figura 8: Degradacion proteasomal de HNF4a por la coexpresion de HNF4a, PPARa y
RXRa. Western blot y analisis densitométricos del efecto de (A) PPARa o (B) PPARa y RxRa

sobre los niveles de proteina HNF4a en células HEK 293

después de 0, 12 o 24 horas de

incubacién con MG-132 o el vehiculo (DMSO). HEK 293, Células embrionarias de rifion

humano 293; HNF4qa, Factor hepatico nuclear 4 alfa,

PPARa, Receptor activado por

proliferador del peroxisoma alfa; RxRa, Receptor x retinoico allfa; DMSO, Dimetil sulfoxido;

GAPDH, Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; MG-132, inhibidor del proteosoma. Los

datos se presentan como la media + SEM. Los anadlisis estadisticos se realizaron mediante

la prueba t de dos colas no apareada (para Ay B). * p <0.05; ** p <0.01.n = 3.

6.3 Interaccion entre HNF4a y el promotor de la SDS

PPAR«a

por la sobreexpresion de

Dado que se observd que la coexpresion de HNF4a, PPARa y RXRa disminuyé la

cantidad de HNF4aq, se investigo6 si esta interacciéon conduce a efectos funcionales a nivel
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transcripcional en un gen blanco de HNF4a. Por tanto, se llevéd a cabo un andlisis
funcional utilizando un vector reportero cuya expresién estd bajo el control del
promotor del gen SDS (pGL3b-SDS). El analisis in silico de los promotores del gen de la
SDS de rata revel6 la presencia de un HRE con las correspondientes repeticiones
directas DR1 y DR2 ubicadas de -6 a -30 pb y de -345 a -369 pb, respectivamente, del
sitio de inicio de la transcripcion de la hebra negativa (Figura 9A). Como era de esperar,
la sobreexpresion de HNF4a en células HepG2 indujo significativamente la actividad
del promotor del gen de la SDS, mientras que el silenciamiento de este factor de
transcripcion utilizando un plasmido sh HNF4a abolié este efecto (Figura 9B). La
reduccidon en la cantidad de proteina total de HNF4a después del silenciamiento
selectivo fue validada por analisis de Western blot, que mostré una reducciéon de
aproximadamente 77 % (Figura 9C). Para determinar el papel de PPARa y RXRa en la
modulacion de la actividad transcripcional de HNF4aq, se cotransfectaron el plasmido
SDS-Luc junto con vectores de expresion para HNF4a, PPARa y / o RXRa en células
HepG2. De acuerdo con los resultados anteriores, la cotransfecciéon del plasmido SDS-
Luc con el vector que expresa HNF4a aumenté significativamente la actividad de
luciferasa en aproximadamente 2.1 veces, mientras que la cotransfeccion con PPARa o
RXRa no mostré un efecto sobre la actividad de luciferasa en comparaciéon con el
control (Figura 9D). Interesantemente, la cotransfeccion de SDS-Luc junto con HNF4a
y PPARa o HNF4a y RXRa en células HepG2 también aument¢ la actividad del promotor
del gen de la SDS en aproximadamente 2.1 veces (Figura 9D). En contraste, la
cotransfeccion de SDS-Luc con HNF4a, PPARa y RXRa redujo significativamente la
actividad de luciferasa en un 47 % en comparacion con las células cotransfectadas con
HNF4a y PPARa o HNF4a y RXRq, lo que indica que la expresion de ambos, PPARa y
RXRa, es necesaria para reprimir la actividad transcripcional de HNF4a al inducir su

degradacion (Figura 9D).
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Figura 9: Regulacion del promotor del gen de la SDS por la coexpresion de HNF4a, PPARa y RXRa.
(A) Representacion esquematica de los promotores de del gen de la SDS de rata y ratén con sitios de
union putativos para la transcripcidn. La linea superior representa el promotor del gen de la SDS de
ratony la linea inferior representa el promotor del gen de la SDS de rata. El sitio de uniéon de HNF4a
propuesto en los promotores del gen de la SDS de raton y rata esta representado en negro y la
numeracion es relativa al sitio de inicio de la transcripcion en los promotores de rata y raton. (B) Se
trataron células HepG2 con sh RNA-control y Sh HNF4a durante 72 horas para un analisis funcional
del promotor. (C) Western blot y analisis de densitometria de los niveles de proteina total de HNF4«a
en células HepG2 después del tratamiento con sh RNA-control y Sh HNF4a. (D) Se cotransfectaron
células HepG2 con un plasmido indicador de luciferasa que contenia el promotor del gen de la SDS
(SDS-pGL3b) junto con HNF4a, PPARa, HNF4a o una combinacion de estos genes. Cuarenta y ocho
horas después de la transfeccion, las células se lisaron y analizaron para determinar la actividad
luciferasa. Los datos muestran la relacidn entre la actividad luciferasa y la proteina total. Factor
hepatico nuclear 4 alfa, PPARa, Receptor activado por proliferador del peroxisoma alfa; RxRq,
Receptor x retinoico allfa; DMSO, Dimetil sulfoxido; GAPDH, Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa; Sh HNF4, Pequefios ARN de horquilla de HNF4a; HepG2, Linea celular de carcinoma
hepatocelular. Los datos se presentan como la media + SEM. Los analisis estadisticos se realizaron
mediante ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc LSD de Fisher (para B y D) o la prueba t
de dos colas no apareada (para C). * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001 respecto al

control (solo el promotor de la SDS). n = 3.



Para estudiar el papel de PPAR«a en la regulaciéon de los efectos mediados por HNF4a
sobre el metabolismo de aminodcidos in vivo, se utilizé un modelo de ratones Ppara-
null. Tanto los ratones de la cepa silvestres (WT) y los Ppara-null fueron alimentados

con dietas que contenian 6, 20 0 50% de PD durante 10 dias.

6.4 Ganancia de peso e ingesta de proteina.

El estudio mostrd que los ratones WT alimentados con diferentes concentraciones de
PD no exhibieron un aumento de peso corporal significativamente mayor que el control,
mientras que los ratones Ppara-null tuvieron menos aumento de peso a medida que
aumentaba la cantidad de PD (Figura 10A). Los ratones Ppara-null y WT alimentados
con 50% de PD mostraron un aumento significativo en la ingesta de proteina (Figura
10B), posiblemente como un mecanismo compensatorio del catabolismo de

aminoacidos acelerado.
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Figura 10: Ganancia de peso e ingesta de proteina. A) Ganancia de proteina de los
ratones C57BL/6 y Ppara-null que consumieron 6, 20 y 50% de proteina en la dieta, asi
como B) la cantidad de proteina al dia que consumieron durante el estudio. Ppar-null
(KO), Receptor activado por proliferador del peroxisoma alfa; C57BL/6 (WT), Cepa
silvestre C57BLACK6 de raton.

Los resultados mostraron que en promedio todos los grupos consumieron la misma

cantidad de alimento a excepcion del grupo de ratones PPARa que se alimentaron con
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50% de proteina; sin embargo, este mismo grupo de ratones fue el que menos subié de

peso.

6.5 Efecto de la carencia o sobreexpresion de PPARx en ratones sobre su

composicion corporal mediante resonancia magnética.

El andlisis de la composicién corporal revel6 que los ratones Ppara-null tenian un

porcentaje mas alto de masa grasa, pero una disminucidn significativa en la masa magra

corporal en comparacion con los controles WT (Figura 11A, B). Llama la atencion que

la masa de grasa en los ratones de ambos genotipos se redujo a medida que aumentaba

la cantidad de PD (Figura 11B).
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Figura 11: Composicion corporal de la masa grasa y masa magra en los ratones

C57BL/6 y Ppara-null. A) Masa magra y B) masa grasa después del consumo de una

dieta proteica al 6. 20 y 50%. Ppar-null (KO), Receptor activado por proliferador del

peroxisoma alfa; C57BL/6 (WT), Cepa silvestre C57BLACK®6 de raton.
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6.6 Determinacion de los parametros bioquimicos

El analisis bioquimico del plasma mostré que los ratones Ppara-null tuvieron un nivel
de glucosa en plasma mas bajo que los ratones WT (Figura 12A), por otro lado, se
midieron los triglicéridos plasmaticos en ayuno, pero no se encontrd diferencia
significativa entre los grupos (datos no mostrados). En particular, el colesterol
plasmatico fue significativamente mas alto en los ratones Ppara-null, principalmente en
los grupos alimentados con 6 0 20% de PD (Figura 12B). No obstante, aunque la urea
plasmatica en el estado de alimentacion aument6 a medida que aumentaba la cantidad
de PD, los ratones Ppara-null tuvieron concentraciones plasmaticas de urea mas altas
que en los ratones WT (Figura 12C), lo que sugiere un aumento en el catabolismo de

aminoacidos.
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Figura 12: Pardmetros metabolicos. A) Medicién de glucosa en ayuno, B) Colesterol en
ayuno y C) Urea postprandial. Ppar-null (KO), Receptor activado por proliferador del
peroxisoma alfa; C57BL/6 (WT), Cepa silvestre C57BLACK®6 de raton.

Estos resultados mostraron que en los ratones que carecen de PPARa funcional se
altera significativamente el metabolismo de los aminodacidos, favoreciendo la
degradacién de proteinas, lo que atenud el aumento de peso corporal y los cambios en
la composicién corporal en los ratones Ppara-null en comparacion con los WT, efecto

que se acentud6 con el aumento de la proteina
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6.7 Determinacion del gasto energético y coeficiente respiratorio (RER)

El andlisis de gasto energético obtenido por calorimetria indirecta mostré que, durante
el estado de alimentacion, el VO2 aument6 tanto en ratones WT como en los Ppara-null,
y que, a mayor cantidad de proteina en la dieta, mayor era el VO2 (Figura 13A-C).
Cuando los ratones consumieron una dieta que contenia 50% de PD, los ratones sin
PPARa tuvieron un menor gasto energético en comparacion con los ratones de tipo
silvestre (Figura 13C). El cociente de intercambio respiratorio (RER) de los ratones WT
alimentados con un 6% de PD durante el periodo de alimentacion fue de alrededor de
1.05, mientras que el RER de los ratones carentes de PPARa fue de aproximadamente
0.94 (Figura 13D). El consumo de PD al 20% produjo un RER similar entre ambos tipos
de ratones de aproximadamente 1 (Figura 13E). Interesantemente, el RER de los
ratones WT alimentados con 50% de PD fue de 0.82, mientras que el RER de los ratones
sin PPARa fue de 0.93, lo que sugiere una mayor flexibilidad metabdlica (Figura 13F).
Estos resultados indican que el consumo de diferentes cantidades de proteina de la
dieta impacta en la seleccion y utilizaciéon del combustible metabélico utilizado y que
en la ausencia de PPARa se reduce el gasto energético cuando hay un alto consumo de
proteina, posiblemente como un mecanismo compensatorio para prevenir un mayor

catabolismo de aminoacidos como fuente de energia.
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Figura 13: El genotipo de PPAR«a y la cantidad de proteina de la dieta modifican
diferencialmente el gasto energético y la tasa de intercambio respiratorio (RER). La
calorimetria indirecta muestra el consumo de oxigeno (VO2) y el VO2 total durante el
ayuno y la alimentacion (a las 7:00 h los ratones se mantuvieron en ayuno y a las 19:00
h se alimentaron) (A, B, C). RER durante el ayuno y la alimentacién de ratones WT y
PPARa - / - alimentados con diferentes concentraciones de proteinas en la dieta (D, E,
F). Ppar-null (KO), Receptor activado por proliferador del peroxisoma alfa; C57BL/6
(Cepasilvestre C57BLACK6 de raton, WT). Los datos se presentan como la media + SEM.
Los analisis estadisticos se realizaron mediante un ANOVA de una via, seguido de una
prueba post-hoc de LSD de Fisher (para A-F). Las comparaciones multiples se resumen

con una pantalla de letras compacta (a >b >c).n=6-7.

En conjunto, estos resultados indican que el contenido de proteina de la dieta, la
composicion corporal y PPARa modulan el gasto energético y la utilizacion de

combustibles metabdlicos. La ausencia de PPARa reduce el gasto energético durante el
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consumo elevado de proteinas, posiblemente como un mecanismo compensatorio para

prevenir el catabolismo continuo de aminoacidos como fuente de energia.

6.8 Localizacion intracelular de HNF4a y PPARa y expresion de ECAs en el higado
de ratones WT y Ppara-null

Posteriormente se investig6é la localizacion de HNF4a y PPARa en los higados de
ratones PPARa WT alimentados con una dieta baja en proteinas (6%) y se comparé con
aquellos alimentados con una dieta alta en proteinas (50%) para determinar si estos
dos factores de transcripcién colocalizaban. En los higados de los ratones alimentados
con un 6% de PD, se observo la coinmunoprecipitacion de HNF4a con PPARq, lo que
sugirié que habia menos HNF4a disponible para activar la transcripcién de sus genes
blanco (Figura 14A). Sin embargo, en los higados de los ratones alimentados con 50%
de PD, HNF4a y PPARa no colocalizaron, lo que sugiere que, en esta condicién, HNF4a
pudo activar sus genes blancos (Figura 14A). Dado que se encontr6 que la
inmunolocalizacién de HNF4a dependia de la presencia de PPARa, se evalué si la
expresion de las enzimas catabolizantes de aminoacidos inducida por HNF4a se
modificaba diferencialmente en los ratones WT y Ppara-null alimentados con
concentraciones crecientes de proteina de la dieta. Primero se demostré que la
abundancia hepatica relativa de HNF4a no cambi6 en los ratones WT alimentados con
diferentes concentraciones de PD (Figura 14B y C). Sin embargo, los ratones Ppara-
null exhibieron una mayor expresion de HNF4a en el higado, lo cual fue significativo
para los grupos alimentados con 20% o 50% de PD (Figura 14B y C). Luego se
determind la cantidad de proteinas de varias enzimas involucradas en el catabolismo
de aminoacidos, incluida la enzima carbamoil fosfato sintetasa-1 (CPS-1) del ciclo de la
urea y las enzimas catabolizantes de aminoacidos HAL y la SDS (Figura 14B, D-F). En
los ratones WT, hubo una tendencia a que estas enzimas aumentaran su cantidad a
medida que aumentaba la cantidad de proteina en la dieta (Figura 14B, D, E y F),
mientras que en los ratones Ppara-null, 1a expresion de estas enzimas, particularmente

HAL y SDS, fue significativamente mayor en los grupos alimentados al 20 y 50% con
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respecto a los correspondientes controles WT (Figura 14B, E y F), lo que indica que la

falta de PPARa permiti6é al HNF4a promover la transcripcién de sus genes blanco.
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Figura 14: La localizacion intracelular de HNF4a y PPARa y la expresion de ECAs en el higado de
ratén dependen de la cantidad de proteina de la dieta y del genotipo PPARa. (A)
Coinmunolocalizaciéon de PPARay HNF4a en los higados de ratones WT alimentados con diferentes
cantidades de PD. HNF4a se tifie de rojo y la inmunolocalizacién de PPARa y HNF4a se observa en
amarillo. (B) Analisis de transferencia Western de HNF4a, CPS1, HAL y SDS en los ratones WT y
PPARa - / -. GAPDH fue usado como control. Analisis densitométricos de la abundancia de proteinas
de (C) HNF4qa, Factor hepatico nuclear alfa; (D) CPS1, Carbamoil fosfato sintetasa 1; (E) HAL,
Histidasa y (F) SDS, deshidratasa de serina. Ppar-null (KO), Receptor activado por proliferador del
peroxisoma alfa; C57BL/6 (WT), Cepa silvestre C57BLACK6 de raton; ECAs, Enzimas
catabolizantes de aminoacidos; GAPDH, Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Los datos se
presentan como la media + SEM. Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de dos

vias seguido de la prueba post hoc LSD de Fisher (para C-F). Las comparaciones multiples se

resumen con letras minusculas (a >b >c).n = 4.
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6.9 Interaccion entre HNF4«a y el promotor de la SDS.

Para demostrar que la uniéon de HNF4« al promotor del gen de la SDS depende de la
presencia de PPARaq, se realizaron ensayos de ChIP. La unién de HNF4a al promotor del
gen de la SDS se modifico in vivo en los ratones Ppara-null en comparacién con los
ratones WT. Los resultados demostraron claramente que HNF4a se une in vivo al
promotor del gen de la SDS. En los ratones WT, la unién de HNF4a al promotor de la
SDS aumenté entre un 6% y un 20% de PD; sin embargo, la alimentacién con 50% de
proteina en la dieta no aument6 mas esta interacciéon (Figura 15A y B). Como se
esperaba, la unién de HNF4a al HRE en los ratones Ppara-null fue significativamente
mayor que en los ratones WT, y este aumento en la union se indujo con concentraciones
crecientes de proteina de la dieta (Figura 15A y B). Esta evidencia sugirié que las
condiciones que promueven un aumento en la cantidad total de HNF4« resultaron en
una mayor expresion de genes asociados con el metabolismo de los aminoacidos, una
condicion evidente tras el consumo de una dieta alta en proteinas o por la falta de

represion por PPARq, como se observé en los ratones Ppara-null.
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Figura 15: La ausencia de PPARa aumenté la uniéon de HNF4«a al promotor del gen de la
SDS in vivo. (A) Se preparé cromatina soluble a partir de higados de ratones WT y Ppara-
null y se inmunoprecipité con anticuerpo anti-HNF4a. Las muestras de ADN
inmunoprecipitadas y extraidas, asi como el input se amplificaron usando un par de
cebadores que cubrian los sitios de unién al gen de la SDS y usando IgG como control
negativo y Pol II como control positivo. (B) Analisis de PCR en tiempo real de los
productos amplificados correspondientes ala unién de HNF4a a HRE-SDS (HRE, elemento
de respuesta a HNF4a- SDS, promotor de la deshidratasa de serina). Ppar-null (KO),
Receptor activado por proliferador del peroxisoma alfa; C57BL/6 (WT), Cepa silvestre
C57BLACK6 de ratén; Pol II, RNA Polimerasa II; IgG inmunoglobulina G. Este grafico es

representativo de tres experimentos independientes (n = 3 ratas por grupo). Los datos se
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7. DISCUSION

Los resultados del presente estudio demostraron que PPARa disminuye la expresion
de los genes involucrados en el catabolismo de aminoacidos, promoviendo la
degradacion proteasomal de HNF4q, pero s6lo en presencia de RXRa. Este mecanismo
indica que, en condiciones de ayuno, PPARa favorece una reduccién en la utilizaciéon de
aminoacidos como fuentes de energia, permitiendo la activacién de la expresion de
genes de oxidacion de acidos grasos para sostener las necesidades energéticas del
organismo. Por otro lado, la ausencia de PPARa resulta en un aumento del catabolismo
de aminoacidos, y el consumo de una dieta alta en proteinas promueve la rapida
regulacion positiva de la cantidad total de HNF4q, que es un mecanismo para eliminar

el exceso de aminoacidos de la dieta.

El factor de transcripcion PPARa es un regulador clave durante la transicion de los
combustibles energéticos entre el estado de alimentacién y el de ayuno que favorece el
catabolismo de los acidos grasos (Burri, 2010) como combustible energético y evita la
utilizacion de los aminodacidos. Asi, la ausencia o inactivacién del factor de transcripcién
PPARa representa un tratamiento farmacolégico posible para el manejo de las fuentes
de energia, que potencialmente cambia el peso corporal, la composicién corporal y los
niveles de metabolitos circulantes, tomando en consideracion el costo-beneficio de las

consecuencias de la represion de la expresion de este gen.

En el presente estudio, se observo que los ratones Ppara-null presentaban una
reduccion significativa en la ganancia de peso corporal tras consumir una dieta normal
(20%) o alta (50%) en proteinas; sin embargo, la masa de grasa corporal en estos
ratones estaba significativamente aumentada, probablemente debido a la reduccion en
la expresion de genes de oxidacion de acidos grasos. Estos resultados sugieren que los
ratones Ppara-null acumulan grasa corporal, pero, al mismo tiempo, presentan una
reduccion de la masa corporal magra asociada a un aumento del catabolismo de
aminodcidos. Como se reportd previamente, los ratones Ppara-null tenian niveles de

glucosa en plasma mas bajos que los ratones WT (Kopple, 1978) y este resultado se
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asocié con la falta de oxidacién de acidos grasos libres en ausencia de PPARa y la
reduccidn de la gluconeogénesis, ya que PPARa regula positivamente algunas enzimas
gluconeogénicas, como la G6Pasa (Kwon, 2021). Los ratones Ppara-null también
mostraron niveles mas altos de colesterol plasmatico, posiblemente porque PPARa esta
involucrado en la regulaciéon del metabolismo del colesterol, particularmente en la

sintesis de acidos biliares (Grygiel, 2014).

El gasto energético es el resultado de variables como el genotipo, la composicion
corporal, la composicién de la dieta, el estado de alimentacién y el ambiente de
alojamiento (Contreras, Torres, & Tovar, 2013). En un hallazgo interesante, los ratones
WT consumieron mayores niveles de oxigeno con mayores cantidades de ingesta de
proteinas en la dieta. Sin embargo, este aumento en el consumo de oxigeno era
dependiente de PPARq, ya que los ratones Ppara-null tenian un menor consumo de
oxigeno con una mayor ingesta de proteinas, lo que sugiere que la reduccién de la
capacidad de oxidar los acidos grasos puede modificar el gasto energético, como indica
el RER. El anadlisis de la RER también mostré que los ratones Ppara-null alimentados
con una dieta baja (6%) o alta (50%) en proteinas mostraban un aumento de la
oxidacion de aminoicidos, tal como se confirmé con las mediciones de urea

postprandiales (Figura 12C).

Se ha reportado que la expresion de los genes involucrados en el catabolismo de
aminoacidos esta regulada en los ratones Ppara-null, en comparacion con los controles
WT (Kersten, y otros, 2001). Los resultados mostraron que, efectivamente, los ratones
Ppara-null presentan un aumento en la expresion de algunos genes implicados en el
catabolismo de aminoacidos, incluyendo los genes de CPS-1, HAL y SDS, en el higado, de
acuerdo con estudios anteriores (Kersten, y otros, 2001) (Contreras, y otros, 2015). El
aumento de la cantidad de proteina en la dieta también condujo a una regulacion
positiva de los niveles hepaticos de proteina de las enzimas catabolizantes de
aminodacidos en los ratones WT, lo que indica que el exceso de aminoacidos consumidos
se degrada rapidamente, como demuestra el aumento de los niveles de urea circulante.
Este efecto fue mayor en los ratones Ppara-null, en comparacién con los ratones WT,

como indica un mayor aumento de la urea postprandial incluso con el consumo de una
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dieta baja en proteinas (6%) o normal (20%). Interesantemente, también se observé
que la cantidad de la proteina total HNF4« estaba significativamente aumentada en los
higados de los ratones Ppara-null, apoyando la idea de que la expresién o estabilidad

de HNF4«a puede ser controlada por PPARc.

En el presente estudio, se encontré que el promotor del gen de la SDS, una enzima tipica
del metabolismo hepatico de aminoacidos, posee un HRE que tiene la capacidad de
aumentar la actividad de la luciferasa en presencia de HNF4a. Pruebas anteriores
demostraron que la mayoria de las enzimas catabolizantes de aminoacidos contienen
un HRE en los promotores de sus genes, lo que sugiere que este factor de transcripcion
es capaz de activar la expresién de estos genes (Nitsch, Boshart , & Schutz , 1993)
(Velazquez, y otros, 2016) (Kamiya, Inoue, Kodama, & Gonzalez, 2004) (Mariko, Kim,
Inoue, Kimura, & Gonzalez, 2006). Es interesante que, en el caso del promotor del gen
de la SDS, el silenciamiento de HNF4a produjo una represion de la actividad de la
luciferasa, confirmando que HNF4a promueve la transcripcion de los genes de las
enzimas catabolizantes de aminoacidos (Figura 9). Dado que los promotores de los
genes de las enzimas catabolizantes de aminoacidos no se unen a PPARa, se exploro el
mecanismo por el cual PPARa fue capaz de regular negativamente la expresion de los
genes de las enzimas catabolizantes de aminoacidos y como este efecto se asoci6 con
HNF4a. Se encontré que la interaccion entre PPARa y HNF4a requiere RXRa. PPARg, al
igual que otros miembros de la familia PPAR, forma heterodimeros con RxR (o, B, ) y
se une a un elemento de consenso cis, PPRE, en los promotores de los genes blanco
(Han, Shen, Bittner, Kraemer, & Azhar, 2017). La interaccién entre PPARa y HNF4a se
ha estudiado previamente en el contexto del metabolismo de los lipidos (Jing, 2003). De
hecho, las primeras pruebas demostraron que ambos factores de transcripcion pueden
corregular la expresion de la acil-CoA tioesterasa 1. Otros estudios también
establecieron que el HNF4a es un regulador in vivo del metabolismo lipidico que
modula la expresion de ApoA-I, ApoA-II, ApoA-1V, ApoB, ApoC-II, ApoC-III, ApoE (Yuan,
Kardassis, & Kritis, 2001) (Marrapodi & Chiang, 2016) (Mogilenko, 2009) (Hertz,
Bishara, & Bar, 1995) (Raspé, y otros, 2002)), la proteina microsomal de transferencia

de triglicéridos y la colesterol 7a-hidroxilasa, entre otras (Jiang, y otros, 2003); (Laudet
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& Gronemeye, 2002); (Grygiel, 2014)). Sin embargo, no se habia descrito la interaccion
entre estos dos factores de transcripcién en el contexto del metabolismo de los

aminoAacidos.

En este trabajo se demostré que la activaciéon de PPARa favorece su heterodimerizacion
con RXRa para permitir su interaccion con HNF4a e inhibir la transcripcion de las
enzimas catabolizantes de aminoacidos. Interesantemente, se encontro6 que la cantidad
total de HNF4a disminuia cuando ademas de PPAR« las células se sobreexpresaban
también con RXRaq, sugiriendo que la presencia de estos dos receptores nucleares
puede promover la degradacion de HNF4a. En consonancia con este hecho, se ha
sugerido previamente pero no se habia demostrado, que HNF4« podia ser degradado a
través de la via del proteasoma (Kamiya, 2004)]. Ademas, la fosforilacién de HNF4a via
PKC puede inducir su degradacién via el proteasoma, en las células HepG2 (Nitsch,
1993)]. En este trabajo, se demostr6 que después de 12 h de incubacién con
cicloheximida, las células que co-expresan HNF4a, PPARa y RXRa mostraron una
rapida disminucién de la abundancia de la proteina HNF4a en comparacion con las
células cotransfectadas s6lo con HNF4a y PPARq, lo que indica que la desestabilizacion
de la proteina HNF4« estd mediada por un mecanismo desconocido que requiere RXRa.
Este efecto se esclarecid6 posteriormente mediante el uso de un inhibidor del
proteasoma, MG-132, que demostré que la cantidad total de HNF4a disminuia
modestamente con la coexpresion de HNF4a/PPARa/RXRa, sugiriendo que en
presencia de los tres receptores nucleares, HNF4a se libera y se somete a la degradacion
del proteasoma. De hecho, el analisis funcional del promotor del gen de la SDS,
utilizando un vector reportero de luciferasa, mostr6 que sélo la co-expresion de HNF4aq,

PPARa y RXRa redujo la actividad del promotor del gen de la SDS.

Este mecanismo que incrementa la degradacién de HNF4a por parte de PPARa y RXRq,
sugiere que tras la activacion de PPARa y su heterodimerizacion, disminuye la unién de
HNF4a al promotor de las enzimas catabolizantes de aminoacidos. Estos resultados
corroboran esta hipoétesis, ya que el ensayo de ChIP en las células hepaticas de los
ratones Ppara-null, mostr6 un aumento de la uniéon de HNF4« al promotor del gen de la

SDS en comparacion con la observada en las células de los ratones WT.
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No se puede asumir que los efectos observados en nuestros estudios in vivo sean
exclusivamente causados por HNF4a debido a la falta de un modelo de ratén con una
pérdida de la funcién de HNF4q; sin embargo, este trabajo confirmé que PPARa
interactia con HNF4a. Ademas, el andlisis de expresion mostré que los ratones Ppara-
null perdieron la regulacion preventiva de los genes del catabolismo de aminoacidos,
incluso después del consumo de una dieta baja en proteinas, en paralelo con la
regulacion positiva de la proteina HNF4q, lo que sugiere que PPARa esta involucrado
en este mecanismo de regulacion, que fue confirmado posteriormente por nuestros
estudios mecanisticos (Figura 16).

En conjunto, este trabajo describe un mecanismo novedoso por el que PPAR«a actda
como un interruptor negativo para atenuar el catabolismo de aminoacidos y aumentar
la oxidacidn de acidos grasos para proteger al organismo y evitar el catabolismo de
aminodacidos, favoreciendo la conservacion de las proteinas y por tanto manteniendo

sus funciones especificas.
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9. CONCLUSIONES

e Se encontr6 que el promotor de la SDS es regulado positivamente por HNF4a y
que PPARa interacciona a nivel de proteina-proteina con HNF4« a través de su
heterodimero RxRa. Esta interaccidn favorece la degradacion de HNF4a via el
proteasoma.

e Se observé que PPARa en presencia de su ligando sintético wy14643 o en
presencia de RXRa provoca que no se active de la misma manera el promotor de
la deshidratasa de serina.

e Se demostré que la uniéon de HNF4a al promotor de la deshidratasa de serina
incrementa con la cantidad creciente de PD en los ratones WT, pero esta union
se evidencia aiin mas en los ratones PPAR-/- con 50% de proteina. De manera
similar se observé un incremento en la expresion de algunas enzimas que
intervienen en la degradacion de aminoacidos o ciclo de la urea conforme

aumento la cantidad de PD, como es el caso de HAL, SDS y CPS1.

Por lo tanto, se concluye que PPAR« favorece la degradacién proteosomal de HNF4a
mediante la interaccion con su heterodimero RXRa y de esta manera reprime la
expresion de las ECAs. Por otro lado, una dieta alta en proteinas o cuando PPARa no se

encuentra funcional induce a un incremento6 en la expresion de las ECAs.
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10.RESUMEN GRAFICO
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Figura 16. Regulacion del catabolismo de aminoacidos en el higado por la interaccion de
PPARa Y HNF4a. PPAR«a favorece la degradacion proteosomal de HNF4a mediante la interaccion
con su heterodimero RXRa, de esta manera reprime la expresion de las ECAs. Por otro lado, una

dieta alta en proteinas o cuando PPARa no se encuentra funcional se ve incrementada la expresion

de las ECAs.
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11. PERSPECTIVAS

El conocimiento sobre la interaccién entre PPARa y HNF4a a traves de RXRq,
heterodimero de PPARa, puede generar nuevas estrategias para apoyar alos individuos
en condiciones de catabolismo acelerado de los aminodacidos, que suele ser evidente en
algunos trastornos metabdlicos, plantea nuevos objetivos para el esclarecimiento de

esta regulacion, los cuales se enumeran a continuacidn:

Ver el efecto de ligandos naturales de PPARa sobre el catabolismo de los

aminodacidos.
e ChIP seq del promotor de las ECAs.
e Dilucidar la formacién del complejo transcripcional en el promotor de las ECAs.

e Potenciales co-activadores o co-represores en la regulacion del catabolismo de

aminoacidos

e Cudl es laregion estructural de HNF4a y RxRa involucrados en su interaccion.
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