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“No te rindas, aun estas a tiempo
de alcanzar y comenzar de nuevo,
aceptar tus sombras,
enterrar tus miedos,
liberar el lastre,
retomar el vuelo.

No te rindas que la vida es eso,
continuar el viaje,
perseguir tus suerios,
destrabar el tiempo,
correr los escombros
y destapar el cielo.

No te rindas, por favor no cedas,
aunque el frio queme,
aunque el miedo muerda,
aunque el sol se esconda y se calle el viento,
aun hay fuego en tu alma,
aun hay vida en tus suefios
porque la vida es tuya y tuyo tambiéen el deseo,
porque lo has querido y porque te quiero,
porque existe el vino y el amor, es cierto;
porque no hay heridas que no cure el tiempo.

Abrir las puertas,
quitar los cerrojos,
abandonar las murallas que te protegieron,
vivir la vida y aceptar el reto,
recuperar la risa,
ensayar un canto,
bajar la guardia y extender las manos,
desplegar las alas e intentar de nuevo,
celebrar la vida y retomar los cielos.

No te rindas, por favor no cedas,
aunque el frio queme,
aunque el miedo muerda,
aunque el sol se ponga y se calle el viento,
aun hay fuego en tu alma,
aun hay vida en tus suefios
porque cada dia es un comienzo nuevo,
porque esta es la hora y el mejor momento;
porque no estas solo, porque yo te quiero”

Mario Benedetfti
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ACOX1
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AGM
AGP
AGS
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AUC
CPT1
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DHA
EDAA
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HNF4a
KaS
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LDL
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PPARa
PPARy
PPARS
PPER

aceite de coco

acetil-coenzima A carboxilasa
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acidos grasos de cadena media
acidos grasos monoinsaturados
acidos grasos poliinsaturados
acidos grasos saturados

aceite oleico

aceite de soya

area bajo la curva

carnitina palmitoil transferasa 1
dominio de union a ADN

acido docosahexaenoico

enzimas degradadoras de aminoacidos
acido eicosapentaenoico

acido graso sintasa

histidina amonio liasa

lipoproteina de alta densidad

factor nuclear hepatico 4a
constantes de disociacion

ratones "knockout" de PPARa
domino de unién a ligando
lipoproteina de baja densidad
proteina ribosomal larga PO
reaccion en cadena de la polimerasa

coactivador del receptor activado por los proliferadores de
peroxisomas gamma 1 a

receptor activado por proliferadores de peroxisomas a
receptor activado por proliferadores de peroxisomas y
receptor activado por proliferadores de peroxisomas &
elemento de respuesta para PPAR



PTOG
RER
S.E.M.
SCD1
SDH
SREBP1
TBQH
VC
VCO,
VO,
WT
BMG

prueba de tolerancia oral a la glucosa
coeficiente de intercambio respiratorio
error estandar

estearoil-coenzima A desaturasa 1
serina deshidratasa

proteina de union a elementos regulatorios de esteroles 1
terbutil hidroquinona

valor calorifico

volumen de diéxido de carbono liberado
volumen de oxigeno consumido
ratones silvestres "wild type"

B2-microglobulina
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Resumen

El PPARa es un factor de transcripcion que une acidos grasos provenientes de la dieta,
y al modular el uso de los sustratos energéticos, desempena importantes funciones en
la regulacion de la homeostasis metabdlica. Considerando que el PPARa es un sensor
molecular de acidos grasos, en este trabajo se evaluo el efecto del aceite de soya (70%
de acidos grasos poliinsaturados), aceite oleico (71% de acidos grasos
monoinsaturados) y aceite de coco (88% de &acidos grasos saturados) en dos
concentraciones (7% y 21%) como posibles moduladores en la expresion génica del
metabolismo de lipidos y catabolismo de aminoacidos en la ausencia y la presencia de
PPARa. Después de tres meses del consumo de los aceites se concluye que el
consumo de aceite oleico en ratones WT y KO PPARa estimula en mayor grado la
oxidacion de acidos grasos y mantiene niveles bajos de expresion de enzimas
degradadoras de aminoacidos (EDAA). El consumo de aceite de soya reduce la
expresion de genes involucrados en lipogénesis en higado y reprime el catabolismo de
aminoacidos, pero por mecanismos poco claros, el consumo de aceite de soya al 21%
promueve la ganancia de peso y aumento del tejido adiposo aunque con mejoras en los
niveles de LDL. El consumo de aceite de coco promueve alteraciones en el perfil de
lipidos en el suero y una desregulacion en el metabolismo hepatico de lipidos, con un
patron no muy claro en el catabolismo de aminoacidos. En ausencia de PPARa se
propone que PPARJ pudiera estar ocupando el lugar de PPARa en la regulaciéon del
catabolismo de acidos grasos. Los ratones KO PPARa muestran alteraciones en el
perfil de lipidos en suero. Tanto en ratones WT y KO PPARGQ, el alto consumo de grasa
dietaria disminuye la lipogénesis hepatica. La ausencia de PPARa aumenta la
concentracion de glucagon y estimula el catabolismo de aminoacidos, excepto en los
ratones alimentados con aceite oleico ya que éste eleva la concentracion de glucosa en
sangre e inhibe el aumento en la expresién de EDAA. El fenotipo de los ratones KO
PPARa no se asocia con un fenotipo obeso. Por ultimo, nuestros resultados
demuestran la importancia de PPARa como un interruptor metabdlico que modula el
uso de sustratos energéticos y la influencia de los acidos grasos como ligandos y

reguladores de PPARa.



Introduccion

El organismo de los mamiferos requiere alrededor de 50 nutrimentos que son
indispensables para su correcto funcionamiento y desarrollo, dentro de los cuales se
encuentran las vitaminas, los minerales, los amino acidos, los carbohidratos y los
lipidos (Jeffs 1969). Los lipidos forman parte de los tejidos de plantas y animales y son
clasificados como: esteroles, fosfolipidos, esfingomielinas, ceras y grasas. Los
principales componentes de todas las grasas son los acidos grasos, que pueden ser
saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) o poliinsaturados (AGP). Las grasas
saturadas contienen una gran proporcion de acidos grasos saturados, son solidas a
temperatura ambiente y generalmente son de origen animal como la manteca, el sebo y
la mantequilla. Por otro lado, las grasas insaturadas, en su mayoria de origen vegetal,
son ricas en acidos grasos poliinsaturados o monoinsaturados y son liquidas a
temperatura ambiente (Rodriguez-Cruz et al. 2005). Actualmente se sabe que algunos
acidos grasos pueden actuar como reguladores metabodlicos ya que pueden unirse a
una gran variedad de factores de transcripcion; lo anterior resalta la importancia de los
acidos grasos como moléculas sefnalizadoras y no s6lo como moléculas que aportan
energia (Chow 2007).

Acidos grasos

Los acidos grasos son acidos monocarboxilicos de cadena larga que generalmente
contienen un numero par de atomos de carbono, normalmente entre 8 y 22, ya que su
sintesis bioldgica tiene lugar mediante la adicion sucesiva de unidades de acetil CoA en
su forma de malonil CoA. Sin embargo, también existen acidos grasos con un numero
impar de atomos de carbono que probablemente derivan de la metilacion de un acido
graso de cadena par. En las plantas y animales superiores, los acidos grasos
predominantes son los que contienen 16 y 18 atomos de carbono, por ejemplo: el acido
palmitico, oleico, linoleico y estearico. Los acidos grasos con <14 o >20 atomos de
carbono no son comunes. Los acidos grasos son los constituyentes principales de los
fosfolipidos, triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos y ésteres de colesterol. Los
acidos grasos pueden ser saturados (sin dobles enlaces), monoinsaturados (un doble

enlace) o poliinsaturados (dos o mas dobles enlaces) (Rodriguez-Cruz et al. 2005). Asi



mismo, los acidos grasos son moléculas bioldgicas ubicuas que son utilizadas como
sustratos energéticos, reguladores covalentes de moléculas sefalizadoras y son
componentes esenciales de las membranas celulares. Los tipos mas comunes de

acidos grasos biologicos se enumeran en la Tabla 1 (Dawson et al. 1986).

Tabla 1. Acidos grasos méas comunes en los sistemas bioldgicos

Simbolo®  Nombre comun Nombre sistematico Estructura mp(°C)
Acidos grasos saturados

12:0 Acido latrico Acido dodecanoico CH,(CH,);,COOH 44.2
14:0 Acido miristico Acido tetradecanoico CH,(CH,),,COOH 52.0
16:0 Acido palmitico Acido hexadecanoico CH,(CH,),COO0H 63.1

18:0 Acido estearico Acido octadecanoico CH,(CH,)cCOOH 69.6
20:0 Acido araquidico Acido eicosanoico CH,(CH,),sCOOH 75.4
22:0 Acido behénico Acido docosanoico CH,(CH,),,COOH 81.0
24:0 Acido lignocérico Acido tetracosanoico CH,(CH,),,COOH 84.2
Acidos grasos insaturados (todos los dobles enlaces son cis)

16:1n-7 Acido palmitoleico Acido 9-Hexadecenoico CH;(CH,)sCH=CH(CH,),COOH -0.5
18:1n-9 Acido oleico Acido 9-Octadecenoico CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH 13.4
18:2n-6 Acido linoleico Acido 9,12-Octadecadienoico CH,(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,);COOH -9.0
18:3n-3 Acido a-linolenico Acido 9,12,15-Octadecatrienoico CH;CH,(CH=CHCH,),(CH,)sCOOH -17.0
18:3n-6 Acido y-linolenico Acido 6,9,12-Octadecatrienoico CH4(CH,)4(CH=CHCH,);(CH,);COOH

20:4n-4 Acido araquidénico  Acido 5,8,11,14-Eicosatetraenoico CH,(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,),COOH -49.5
20:5n-4 EPA Acido 5,8,11,14,17-Eicosapentaenoico CH;CH,(CH=CHCH,)5(CH,),COOH -54.0

22:6n-4 DHA Acido 4,7,10,13,16,19-Docosahexenoico CH3CH,(CH=CHCH),CH,COCH

24:1n-4 Acido nervonico Acido 15-Tetracosenoico CH;(CH,),CH=CH(CH,),;;COOH 39.0

*NuUmero de atomos de carbono: nimero de dobles enlaces. Para los acidos grasos insaturados, n es el nimero de dtomos de carbono, n - x
es el atomo de carbono con el doble enlace y X es el nimero del d&tomo de carbono del metilo terminal (w) de la cadena.

Acidos grasos y la regulacion de la expresion génica

Actualmente se sabe que los acidos grasos no solo son importantes fuentes de
energia, si no también importantes moduladores de las vias de sefializacién intracelular
y del metabolismo (Jump and Clarke 1999; Clarke et al. 2002). Los efectos de los
acidos grasos dietarios sobre la expresidon génica son reflejo de una respuesta
adaptativa a los cambios en la cantidad y el tipo de grasa ingerida, cambios sensados
por factores de transcripcion. Entre estos factores se incluyen a los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPARa, - y -y), HNF4a, NFkB, y
SREBP1. Estos factores de transcripcion se regulan por: la uniéon directa de los acidos
grasos o en su forma unida con coenzima A. La activacion de los receptores de la

superficie celular mediada por &cidos grasos y las subsecuentes cascadas de



sefalizacion y los niveles de calcio intracelular regulados por acidos grasos también
afectan las cascadas de senalizacion dirigidas a modificar la expresion génica en el
nucleo. Es por esto que, los acidos grasos dietarios tienen un papel importante en la
regulacion de la expresion génica particularmente en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas. Cabe senalar que el tipo de respuesta dependera de las
interacciones especificas entre los acidos grasos y los factores de transcripcion (Jump
and Clarke 1999; Rodriguez-Cruz et al. 2005). Por ejemplo, actualmente se conoce la
capacidad reguladora que tienen los acidos grasos poliinsaturados (AGP) en la
expresion de genes en diferentes érganos como tejido adiposo, pancreas, el sistema
inmune y principalmente en el higado (Sanders 2013; Rodriguez-Cruz et al. 2005;
Forman, Chen, and Evans 1997; Sampath and Ntambi 2005). Entre los factores de
transcripcion mas importantes involucrados en el control metabdlico se encuentra la
superfamilia de los receptores activado por los proliferadores de peroxisomas (PPARSs).
El PPARa pertenece a esta superfamilia y desempefia un papel esencial en el control
de la transcripcion de genes involucrados en el metabolismo de acidos grasos (Jump
and Clarke 1999) y de aminoacidos (Contreras, Rangel, Torres, Aleman, Ortiz, Noriega,
Torre, et al. 2015; S Kersten et al. 2001a).

Funciéon biolégica de los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPARSs)

Los receptores activados por los proliferadores de peroxisomas (por sus siglas en
inglés, proliferator peroxisome activator receptor, PPARSs) regulan muchos aspectos del
metabolismo energético a nivel transcripcional en diferentes tejidos (higado, musculo y
tejido adiposo). La subfamilia de los receptores nucleares PPAR, consta de tres
miembros, PPAR a, PPAR & (también conocido como PPARP o 3/0) y PPARYy.

Los PPARs pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares que estan
involucrados principalmente en la regulacion de la homeostasis de lipidos, son
activados por ligandos y controlan la expresion de genes principalmente a través de su
unién a elementos de respuesta en el ADN que son denominados elementos de
respuesta a proliferadores de peroxisomas (PPRE) localizados en regiones promotoras

de ciertos genes blanco. Estos receptores regulan diferentes procesos metabdlicos y



por esto se han convertido en uno de los grupos de receptores mas intensamente
estudiados (S Kersten, Desvergne, and Wahli 2000; Desvercne 1995). Los PPAR
forman heterodimeros con el receptor del acido 9-cis-retinoico (RXR) para unirse a
sitios especificos en el ADN, y reclutan una variedad de cofactores tales como
CBP/p300 y SRC-1 (J. Berger and Moller 2002). Cada uno de los tres isotipos
principales de PPAR (a, B/d, y y) tienen caracteristicas particulares en cuanto a su
distribucion, selectividad por el ligando y funcion. La superfamilia de los receptores
nucleares esta dividida en 6 subfamilias, y los PPAR pertenecen a la subfamilia 1 que
ademas incluye otros 10 grupos de receptores (TR, RAR, PPAR, REV-ERB, E78,
RZR/ROR, CNR14, ECR, VDR, DHR96 y NHR1) (Laudet et al. 1999).

Los tres isotipos de la familia de los PPAR tienen dominios proteicos de union a ADN
(DBD) y de union a ligando (LBD). EI LBD consiste de 12 a-hélices que delimitan el sitio
de unidn a ligando, una cavidad hidrofébica en forma de Y relativamente mas grande
que en otros receptores (Gampe et al. 2000). Esta caracteristica puede explicar la
capacidad de los PPAR de unirse a un amplio rango de compuestos lipofilicos
naturales y sintéticos con un grupo carboxilo. La cavidad de unién a ligando del
PPARB/® es de menor tamaino en comparacion con las reportadas para el PPARa y
PPARy, lo que puede indicar que el tamafno de las cavidades contribuye a la
especificidad del ligando de cada isotipo (Horvath et al. 2016), conviene mencionar que

la selectividad por el ligando varian incluso por diferencias de un solo aminoacido.

Los PPAR forman heterodimeros con los RXR y la activacion de los PPAR por la union
del ligando estabiliza el LBD en una estructura relativamente rigida y compacta en la
que la hélice 12 esta en una conformaciéon que promueve la union de proteinas
coactivadoras o la liberacion de correpresores y tiene una funcién critica en la
estimulacion de genes blanco (Nagy and Schwabe 2004). El heterodimero PPAR/RXR
se une al PPRE de los genes blanco y posteriormente se requiere del remodelamiento
de los nucleosomas por desacetilacion de histonas y reposicionamiento para permitir la

formacion del complejo de iniciacién de la transcripcion.

El PPARa es el primer integrante del grupo C de la superfamilia 1 de receptores
nucleares (NR1C1), fue el primero en describirse como un receptor que es activado por
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proliferadores de peroxisomas (Desvergne and Wahli 1999). Posteriormente, fueron
encontrados y caracterizados dos isotipos relacionados: el PPARB/d (NR1C2) y el
PPARy (NR1C3) (Dreyer et al. 1992). Cada uno de los isotipos de los PPAR es
codificado en un gen independiente y se le han atribuido diversas funciones celulares y
sistémicas, no obstante se caracterizaron por su fuerte capacidad de estimular la
proliferacion de peroxisomas en roedores razén por la cual adquirieron su nombre. En
relacion a sus funciones fisiologicas y de desarrollo, la expresién de los PPAR es
especifica de tejidos e isotipos (Braissant et al. 1996). Por ejemplo, el PPARa se
expresa principalmente en érganos que llevan a cabo un mayor numero de reacciones
catabdlicas como son el tejido adiposo pardo, higado, corazon, rifidn e intestino
(Mandard, Muller, and Kersten 2004). De los tres isotipos, el PPARB/d tiene el patron
de expresion mas ubicuo, por lo que los niveles de expresion en ciertos tejidos
dependen del estado de proliferacion y diferenciacion celular. Funciones importantes se
han asociado a este isotipo en la piel, placenta, intestino, musculo esquelético, tejido
adiposo y cerebro (Braissant et al. 1996). El PPARYy se expresa como dos isotipos y1'y
y2 que difieren en sus extremos amino terminal. Altas concentraciones del PPARy2 se
encuentran en el tejido adiposo (Chawla and Lazar 2014), mientras que el PPARy1
tiene un patron de expresion mas amplio, el cual se extiende a tejidos como el intestino,

cerebro, células vasculares, inflamatorias e inmunes (Zhu et al. 1995).

El papel mas importante del PPARa es la regulacion de la homeostasis energética,
acorde con su distribucion en tejidos con altas tasas catabdlicas de acidos grasos y alta
actividad peroxisomal (Lefebvre et al. 2006). Especialmente en higado, el PPARa
activa el catabolismo de los acidos grasos, estimula la gluconeogénesis, la sintesis de
cuerpos cetodnicos y esta involucrado en el control del ensamblaje de proteinas (Sander
Kersten et al. 1999). EI PPARa también estimula la sintesis del grupo hemo y el
catabolismo del colesterol. Ademas, atenua las respuestas inflamatorias y participa en
el control del metabolismo de aminoacidos y sintesis de urea (Staels et al. 1998; S
Kersten et al. 2001a). El incremento de la oxidacién de acidos grasos mediado por el
PPARa disminuye la concentracién circulante de triglicéridos, la esteatosis en higado y
musculo, reduciendo la adiposidad lo cual mejora la sensibilidad a la insulina (H. Kim et

al. 2003). Los farmacos del grupo de los fibratos, tales como el gemfibrozil, clofibrato y
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fenofibrato son activadores del PPARa y que son empleados para tratar la
hipertrigliceridemia. De igual modo se ha reportado que los agonistas del PPARa tienen
actividad anti-inflamatoria que promueven acciones protectoras dentro de sistema

cardiovascular (J. P. Berger, Akiyama, and Meinke 2005).

El PPARPB/® es necesario para el desarrollo del intestino y la placenta, también esta
involucrado en el control de la homeostasis energética por medio de la estimulacion de
genes relacionados con el catabolismo de acidos grasos y termogénesis adaptativa
(Varnat et al. 2006; Nadra et al. 2006). Ademas, juega un papel importante en el control
de la proliferacion celular, diferenciacion y supervivencia, y participa en la reparacion de
tejidos (L. Michalik and Wahli 2006). En modelos animales, los agonistas del PPARB/®
retardan el incremento de peso durante el consumo de una dieta alta en grasa y
mantiene la sensibilidad a la insulina, probablemente a través de la estimulacion de la
termogénesis asi como del metabolismo de acidos grasos en musculo esquelético
(Wang et al. 2003).

El PPARy es importante en la diferenciacion del tejido adiposo y el mantenimiento de
las funciones especificas del adipocito, tales como almacenamiento de lipidos en el
tejido adiposo blanco y la disipacion de energia en el tejido adiposo pardo. Ademas, se
requiere para la supervivencia de adipocitos diferenciados (Imai et al. 2004; Koutnikova
et al. 2003). EI PPARYy participa en el metabolismo de la glucosa ya que mejora la
sensibilidad a la insulina (Savage et al. 2003). Entre los compuestos sintéticos que
selectivamente activan al PPARy se encuentran las tiazolidinedionas, que son
compuestos sensibilizadores a la insulina usados para tratar la hiperglicemia en la
diabetes tipo 2. El uso clinico de estos agonistas asi como el descubrimiento de
mutaciones dominantes negativas deletéreas raras, que conllevan a un sindrome de
lipodistrofia parcial y resistencia severa a la insulina, han permitido el conocimiento y
entendimiento de las funciones de este isotipo en humanos (Semple, Chatterjee, and
Rahilly 2006).



Receptor activado por los proliferadores de peroxisomas alfa (PPARa)

El PPARa se expresa principalmente en higado, corazon, rifidon y grasa parda. En estos
tejidos modula la transcripcion de genes relacionados con diversos procesos
biologicos, principalmente con el metabolismo de lipidos, la homeostasis de la glucosa,
la inflamacion y el proceso hepatocarcinogénico (Braissant et al. 1996; Mandard,
Muller, and Kersten 2004). EI PPARa tiene un dominio funcional de unién al ADN
(DBD) y de union a ligando (LBD). EI DBD esta flanqueado por una region N-terminal
conocida como dominio de activacién independiente a ligando (AF-1) que es activado
por fosforilacion. EI DBD le confiere al PPARa la capacidad de unirse al PPRE en el
promotor de genes blanco. La secuencia consenso de ADN de los PPRE es

AGGTCANAGGTCA, donde N puede ser cualquier nucleétido y esta flanqueada rio

arriba por secuencias ricas en A y T. El extremo C-terminal contiene el dominio de
unién al ligando conocido como dominio E regulado por ligando (AF-2) o LBD, una
cavidad con un volumen de aproximadamente 1300 A cubicos (Lefebvre et al. 2006;
Cronet et al. 2001). Estudios de cristalografia indican que la union del ligando al PPARa
induce una estabilizacion global de la conformacion del receptor, que facilita las
interacciones proteina-proteina con coactivadores o correpresores, quienes pueden
estimular la remodelacion de la cromatina por acetilacion, desacetilacion, metilaciéon y
desmetilacion de la misma, para el ensamblaje del complejo de preiniciacion en los
promotores. La respuesta transcripcional esta fuertemente influida por la estructura

quimica del ligando y la naturaleza del PPRE (Duez et al. 2005).

Por otra parte, la activacion del PPARa es regulada por fosforilacién. El tratamiento con
insulina incrementa la fosforilacion del PPARa y casi duplica su actividad
transcripcional en células HepG2 en cultivo. Esta fosforilacion mediada por insulina
involucra los aminoacidos Ser12 y Ser21 (Juge-Aubry et al. 1999). Los estimulos por
estrés ejercen un incremento en la fosforilacion del PPARa en miocitos cardiacos
neonatales de rata por la ruta de la proteina cinasa activada por mitégeno-p38 (MAPK)
(Barger et al. 2001). La MAPK p38 fosforila los residuos de Ser 6, 12 y 21 localizados
en el dominio A/B -N terminal de la proteina, lo que mejora significativamente la
transactivacion dependiente de ligando del PPARa. Por otro lado, también se ha
descrito que el PPARa es fosforilado por la proteina cinasa C (PKC). La inhibicién de la
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actividad de PKC afecta la actividad del PPARa dependiente de ligando. Ademas, la
proteina del PPARa purificada es fosforilada in vitro por las proteinas recombinantes de
PKCa y BIl. Asi, la ruta de senalizacion de PKC puede actuar como un interruptor
molecular para las propiedades de transactivacion y transrepresion del PPARaq, lo cual

involucra la fosforilacion de Ser179 y Ser230 (Blanquart et al. 2004).

Regulacién transcripcional por PPARa

El PPARa es activado por ligandos como los acidos grasos poliinsaturados y farmacos
como los fibratos y cuando se encuentra en su forma activa se une a los elementos de
respuesta para PPAR (PPER) en los genes blanco. Para realizar su actividad
transcripcional el PPARa se heterodimeriza con el receptor X del acido retinoico (RXR;
NR2B) (Kliewer et al. 1992) y al ser activado por un ligando como el acido graso 1-
palmitoil 2-oleil fosfatidilcolina (16:00/18:01 PC) modula la regulacién transcripcional a
través de la unién al PPRE (Dreyer et al. 1992). EI PPRE esta usualmente presente en
una o multiples copias en la region promotora de los genes blanco y también puede
estar localizado en la region proximal de ciertos genes que responden a la activaciéon
de PPARa (Di-Po et al. 2002). EIl heterodimero formado por el PPARa y el RXR se
unen a los sitios 5’ y 3’ de los PPRE, respectivamente. Se ha observado que la region
que flanquea en el extremo 5’ influye en la unién selectiva entre los diferentes isotipos
de los PPAR (Juge-aubry et al. 1997).

El control transcripcional del heterodimero PPARa/RXR requiere la interaccion con
complejos correguladores, tanto coactivadores para la estimulacién o correpresores
para la inhibicion de la expresion de genes blanco (Stanley et al. 2003). Los PPAR
como otros receptores nucleares interactuan con coactivadores tales como SRC-1
(coactivador 1 del receptor esteroideo) o correpresores como N-CoR (correpresor
nuclear) y SMRT (mediador de silenciamiento para los receptores retinoide y de la
hormona tiroidea). Ademas, el PPARa puede interaccionar con proteinas CBP/300
miembros de la familia SRC/p160, PBP/MED1, PRIP/NCoA6, PRIC285, PRIC295,
PRIC320, PGC1a y PGC13, asi como a proteinas asociadas a coactivadores, tales
como PIMT (NCoAG6IP) y CARM-1 (Yu and Reddy 2007).



Adicionalmente, fue aislado de extractos nucleares de higado de rata un complejo
corregulador de interacciéon con el PPARaq, constituido por coactivadores conocidos
como CBP, SRC1, PBP, PRIP, PIMT, TRAP100, SUR2, PGC1 y algunas otras
proteinas designadas como PRIC300, -285, -177 y -145. Por consiguiente, se
demuestra que la presencia de muchos de estos correguladores forman un mega
complejo que participa en la transcripcién de genes blanco de PPARa (Surapureddi et
al. 2002). Es importante recalcar que la accién selectiva de uno de los tres isotipos de
PPAR in vivo es resultado de una compleja interrelacion entre el nivel de expresion de
cada uno de ellos y RXR, la afinidad por un PPRE especifico en el promotor, la
disponibilidad del ligando, los cofactores y la posibilidad de la uniéon de otro factor de
transcripcion en la vecindad del PPRE, todo esto en una condicion especifica (Liliane
Michalik et al. 2006).

De esta manera el factor PPARa puede regular a enzimas involucradas en la beta
oxidacion tales como la acil coenzima A oxidasa (ACOX), acil-CoA deshidrogenasa
(AOX) y la carnitin palmitoil transferasa 1 (CPT-1). Asi por ejemplo, en modelos
murinos se ha demostrado que a través de PPARa los acidos grasos poliinsaturados
(AGP) pueden regular especificamente la expresion a la baja de genes lipogénicos,

(Desvergne and Wahli 1999; Contreras, Torres, and Tovar 2013) (Figura 1).
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Ligandos de PPARa

Los ligandos de PPARa son clasificados por su caracter sintético o natural. Los
ligandos sintéticos también conocidos como proliferadores de peroxisomas, incluyen a
los fibratos. Los fibratos son farmacos hipolipemiantes, entre los que se encuentran el
cliofibrato, el fenofibrato, el gemfibozil, el bezafibrato, el ciprofibrato, el nafenopin, el
metil clofenapato y el Wy 14643. Estos compuestos quimicos poseen estructuras
diversas que inducen respuestas similares y reproducibles en higado de raton y rata,
promoviendo la proliferaciéon de peroxisomas en células parenquimales de higado, asi
como la activacion transcripcional de genes involucrados en la oxidaciéon de acidos

grasos (Maloney and Waxman 1999).

Los ligandos naturales del PPARa incluyen acidos grasos saturados e insaturados de
cadena larga y sus derivados, como las prostaglandinas D1 y D2 asi como los acidos
grasos ramificados pristanicos y fitanicos. Los acidos grasos monocarboxilicos de
cadena larga (16-20 carbonos) con varios dobles enlaces son los ligandos que han
mostrado una éptima actividad de union (Forman, Chen, and Evans 1997). Ademas, los
ligandos naturales pueden ser generados durante el catabolismo de acidos grasos y la
sintesis de nuevos lipidos in vivo tal como la 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicerol-3-
fosfocolina (16:0/18:1-GPC) un ligando endégeno que induce la expresion génica

dependiente del PPARa y disminuye la esteatosis hepatica (Chakravarthy et al. 2009).

Actualmente existe evidencia que muestra que los acidos grasos, particularmente los
acidos grasos insaturados ejercen muchos de sus efectos a través de modular la
transcripcion génica regulando la actividad de PPARa (Afman and Mduller 2012). Asi,
por ejemplo se ha demostrado que los acidos grasos EPA, DHA y el acido linoleico
conjugado son potentes activadores de PPARa (Krey et al. 1997). El fitol, un
componente de la clorofila, también se ha identificado como un activador especifico del
PPARa(Goto et al. 2005). El leucotrieno B4 es otro ligando conocido del PPARa que
conecta a este receptor nuclear con las respuestas inflamatorias e inmunes (Narala et
al. 2010).
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Justificacion

Los nutrimentos pueden de manera directa o indirecta regular la via de expresion de
genes que codifica a proteinas involucradas en rutas metabdlicas relacionadas con el
uso de carbohidratos, lipidos y aminoacidos. En particular, los acidos grasos actuan
como ligandos de PPARa para inducir la expresién de genes involucrados en el
metabolismo lipidico en higado (Georgiadi and Kersten 2012; Mandard, Muller, and

Kersten 2004) y la regulacién de los carbohidratos (Baes and Peeters 2010).

Ademas, se ha reportado que el PPARa no sélo regula el metabolismo de la glucosa y
de lipidos sino también el metabolismo de aminoacidos. En un estudio por Kersten et
al. 2001 se estudié mediante analisis de microarreglos la expresion de genes en el
higado que son regulados por PPARa y se reporté que PPARa modula la expresién de
genes involucrados en la trans y desaminacion de los aminoacidos y de la sintesis de
urea (S Kersten et al. 2001b).

En un estudio mas reciente por Aleman et al. 2013 se reportd que ligandos sintéticos y
naturales de PPARa regulan la expresion hepatica de EDAA. De estos estudios se
infiere entonces la importancia del PPARa en la retencion del nitrégeno corporal ya que
se propone que puede estar regulando negativamente la oxidacién de aminoacidos
(Aleman et al. 2013a). Posteriormente, en nuestro grupo de trabajo se encontré que la
expresion de EDAA es regulada por la atenuacion en la actividad transcripcional de
HNF4a inducida por el factor PPARa, resultados que se corroboraron por ensayos de
retardo electroforético (EMSA) y ensayos de gen reportero en el promotor del gen que
codifica a la SDH (Contreras, Rangel, Torres, Aleman, Ortiz, Noriega, Torre, et al.
2015); resultados que senalan que PPARa junto con HNF4a regulan a la baja la
expresion de genes en el catabolismo de amino acidos para evitar la pérdida de
nitrogeno corporal. De esta manera, se infiere la importancia del PPARa en la
regulacion de la homeostasis energética y en la utilizacion de sustratos energéticos, es
decir en el cambio de emplear acidos grasos y aminoacidos como fuentes energéticas.
Por otra parte, aun no se tienen reportes que estudien cdmo los factores ambientales
y/o nutricionales afectan la respuesta del PPARa en el catabolismo de aminoacidos vy el

metabolismo de acidos grasos.
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Por lo anterior, en el presente estudio se plante6 evaluar la participacion del tipo y la
cantidad de los acidos grasos dietarios como ligandos de PPARa sobre el catabolismo
de aminoacidos y el metabolismo de acidos grasos en la ausencia y presencia del

factor de transcripciéon PPARa.

Hipotesis
La cantidad y tipo de acidos grasos dietarios modularan la expresion de genes

involucrados en la oxidacion de acidos grasos y aminoacidos dependientes de PPARa.

Objetivos

Objetivo general

Estudiar la expresidén de genes involucrados en la sintesis y oxidacion de acidos grasos
y el catabolismo de aminoacidos por la cantidad y tipo de acidos grasos en la dieta, en
la presencia o ausencia del receptor activado por los proliferadores de peroxisomas alfa
(PPAROQ).

Objetivos especificos
Determinar cambios causados por la cantidad y tipo de aceites dietarios por la

presencia o ausencia de PPARa en:

o Consumo de alimento y la ganancia de peso corporal.

o Perfil bioquimico en suero (glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL, LDL, insulina y
glucagon).

o Gasto energético.

o Cambios en la expresion en higado de las proteinas involucradas en:

» Oxidacion de aminoacidos (factor nuclear 4 alfa de hepatocito, HNF4q;
histidasa, HAL; serina deshidratasa, SDH y glutaminasa).

» Sintesis de acidos grasos (proteina de union a elementos regulatorios de
esteroles 1, SREBP1; receptor activado por los proliferadores de peroxisomas
gamma, PPARy; SCD1, estearoil-coenzima A desaturasa 1; ACC, acetil-
coenzima A carboxilasa; y acido graso sintasa, FAS).

» Oxidaciéon de acidos grasos (receptor activado por los proliferadores de
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peroxisomas alfa, PPARa; receptor activado por los proliferadores de
peroxisomas delta, PPARJ; coactivador del receptor activado por los
proliferadores de peroxisomas gamma 1 alfa PGC1a; acil-CoA oxidasa,

ACOX1; y carnitina palmitoiltransferasa 1, CPT1).
Metodologia

Animales

Ratones macho de fondo genético C57BL/6 (WT) y knock-out de PPARa (KO PPARa)
de entre 7-9 semanas de edad con un peso promedio de 22.4 + 0.5 g se alimentaron
con una de las dietas experimentales (Tabla 2). Los ratones KO PPARa producen una
forma mutada del mMRNA de PPARa que impide la expresion de la proteina PPARa
funcional, en consecuencia los ratones KO PPARa presentan alteraciones en el
almacenamiento y procesamiento de lipidos (Aoyama et al. 1998; Akiyama et al. 2001).
Los ratones KO PPARa de los que se deriva la linea utilizada en el estudio, fueron
desarrollados por el Dr. Frank Gonzalez y sus colegas en el Laboratorio de
Metabolismo, NCI, NIH (Lee et al. 1995). Para el modelo de la interrupcién del gen
PPARa se utilizé un vector que contenia el exon 8 del gen PPARa del que se elimind y
reemplazé 83 pares de bases con un cassette de resistencia a la neomicina. El vector
se introdujo en células J1 ES derivadas de la cepa 129S4 por electroporacién. Las
células blanco de una clona fueron inyectadas en blastocistos C57BL/6 a la edad de 3-
5 dias y se implantaron en ratonas pseudo-prefiadas. Se generaron cinco quimeras
12954 x C57BL/6N, de las cuales tres machos se cruzaron con hembras C57BL/6. La
descendencia heterocigotica se cruzdé nuevamente para producir ratones homocigotos
para el gen alterado. A partir de los ratones knock-out de PPARa donados por el Dr.
Frank Gonzalez del Center for Cancer Research, National Cancer Institue (Bethesda,
MD, USA) se generd una colonia en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran para realizar los experimentos que se describen
en este trabajo. Sin embargo, debido a que el numero de ratones por camada se
encontraba entre uno a tres crias se realizaron nuevamente retrocruzas de ratones
macho homocigotos KO PPARa con ratones hembra C57BL/6. Los descendientes

heterocigotos se aparearon para producir ratones homocigotos, que se volvieron a
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cruzar por dos generaciones. Actualmente se mantienen las cruzas entre ratones

homocigotos machos y hembras para producir descendencia homocigotica.

Para evaluar el efecto de la concentracion y tipo de acido graso en la dieta se utilizaron
36 ratones machos WT y 42 ratones KO PPARa de entre 7-9 semanas de edad. Los
ratones se alimentaron con una de las seis dietas isocal6ricas durante un periodo de
tres meses en un esquema de horario restringido de 9 horas de periodo postprandial
(de 8 am a 5 pm), para sincronizar su consumo de alimento y evitar variabilidad
hormonal y metabdlica. Los ratones se mantuvieron en un ambiente constante a 22°C

con un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad con acceso libre al agua.

Los ratones WT y KO PPARa fueron divididos al azar en seis grupos experimentales (n
=6 WT y n =7 KO PPARa, por grupo), los cuales fueron alimentados con la dieta
control o una de las dietas experimentales. El peso corporal y la ingesta de alimento se
registr6 cada dos dias. Los ratones fueron sacrificados después de tres meses de
consumir las dietas experimentales, se sometieron a eutanasia por anestesia profunda
con isofluorano después de una hora de iniciar el periodo postprandial. La sangre fue
colectada a través de la vena cava inferior con una aguja heparinizada y se obtuvo el
suero por centrifugacion a 1.000 g durante 10 min a 4°C y se almacenaron a -80°C
hasta su analisis. Se diseccioné inmediatamente el higado, el tejido adiposo pardo, el
epididimal y el retroperitoneal para ser pesados y lavados en solucion salina al 0.9%.
Se congelé el higado en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta su analisis. El
protocolo del manejo animal fue aprobado por la Comisién de Investigacién en
Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,
Ciudad de México.

Dietas

Las dietas se formularon siguiendo las recomendaciones del Instituto Americano de
Nutricion (AIN-93) (Reeves et al. 1993). El Instituto Americano de Nutricion formé un
comité ad hoc para determinar las normas dietéticas que deben seguir los estudios
nutricionales con roedores. Asi a partir de la necesidad de una formulacién de dietas

con las medidas nutricionalmente adecuadas surgié las dieta control formulada con
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aceite de soya al 7% AIN-93 que es utilizada para estandarizar los estudios entre

laboratorios, misma que se utilizé como dieta control en este estudio.

Se prepararon seis diferentes dietas con tres tipos de aceites, aceite de coco (91%
AGS), aceite oleico (>80% AGM) y aceite de soya (63% AGP). Las dietas se
prepararon con dos diferentes concentraciones de acidos grasos, al 7% (15% de kcal,
concentracion adecuada para cubrir el requerimiento de grasa) y 21% (45% de kcal,
dieta con tres veces el requerimiento de grasa). El contenido de grasa de las dietas se
realizd modificando la cantidad de carbohidratos afiadidos para mantener el mismo

aporte calorico (Tabla 2).

Tabla 1. Composicién de las dietas utilizadas en el estudio de acuerdo a la AIN-93

Ingredientes Porcentaje (%) dietario de grasal/carbohidratos

g/Kg dieta 7/61 21/47
Caseina @ 220 220
Sacarosa 100 100
Almidon de maiz 367 263
Dextrosa 132 96
Fuente de grasa b 70 210
Mezcla de Vitaminas 10 10
Celulosa (fibra) 50 50
Mezcla de minerales © 50 50
Citrato de colina © 1.7 1.7
TBQH (antioxidante) 0.014 0.014

@ Caseina libre de vitaminas, dietas para investigacién Harlan Teklad, Madison, WI. Concentracién de aminoacidos
(9/100 g de proteina): 2.8 Ala, Arg 3.4, Asp 6.3, Cys 0.3, Glu 20.5, Gly 1.6, His 2.5, 4.7 lle, Leu 8.2, Lys 7.2, 1.9 Met,
Phe 4.4,Pro9.5, Ser 5.0, Thr 3.8, Trp 1.6, 4.7 Tyr y Val 6.0.

b Fuentes de grasa:
aceite de soya (Nutrioli, Industrias Ragasa, México)
aceite de coco (Drogueria Cosmopolita)
aceite oléico (Drogueria Cosmopolita)

c Rogers-Harper, Harlan Teklad dieta investigacion, Madison, WI.
d AIN-93-VX, Harlan dietas investigacion Teklad.
€ Dietas Harlan Teklad investigacion.
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Composicion de acidos grasos en los aceites dietarios

Los acidos grasos totales derivados de los lipidos de la dieta se midieron por
homogeneizacion de 100 mg de muestra en 0.5 ml de 0.9% de NaCl y 1 ml de metanol.
Posteriormente, los acidos grasos se metilaron con 2 ml de metanol que contiene
0.002% hidroxitolueno butilado, 100 pl de tolueno y 40 pl de acido sulfurico disuelto en
metanol (2%). Las muestras se incubaron a 90°C durante 2 h, se afiadié 1 ml de NaCl
al 5%, y luego los acidos grasos metilados se extrajeron con 2 ml de hexano. La fase
organica se evaporo bajo una corriente de nitrogeno hasta sequedad y el residuo de los
ésteres metilicos de los acidos grasos se disolvieron en 200 pyl de hexano para su
analisis por cromatografia de gases (Agilent 6850 GC con detector de ionizacion de
llama) utilizando una columna capilar HP-1 ( 30-m x 0.32-mm de diametro interior con
0,25 mm de espesor de la pelicula; J & W Scientific, Albany, Nueva York, EE.UU.). La
inyeccion de 1 ul de solucién de la muestra se llevd a cabo por duplicado en modo
dividido (1: 20.8) a 225°C. Se utilizd helio como fase movil, con un flujo constante de
0,5 ml/min, y la temperatura de la interfase se mantuvo a 225 ° C. La temperatura del
horno se elevé de 180°C a 200°C (5 min a 180°C, aumenté a 190°C [1°C / min]; 5 min
a 190°C, aument6é a 200°C [1°C / min]; 10 min a 200°C). La cuantificacién de las
muestras se llevo a cabo utilizando estandares de ésteres metilicos de acidos grasos y

las areas de los picos se obtuvieron de los cromatogramas generados como 100%.

Determinaciones bioquimicas séricas

En los ratones, la determinacion en suero de los niveles de glucosa, triglicéridos,
colesterol, HDL y LDL, se realizé utilizando el analizador quimico automatizado cobas ¢
111 (Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Alemania). Los niveles de glucagon sérico
se midieron por radioinmunoensayo usando un kit de Millipore (Millipore, St. Charles,
MO, USA) que utiliza glucagon marcado con 'l y un anticuerpo anti-glucagon. La
concentracion de insulina se determiné usando un kit de ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) para insulina (Alpco Diagnostics, Salem, NH, USA). Los

analisis se realizaron siguiendo las especificaciones del fabricante.
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Prueba de tolerancia a la glucosa

Las pruebas de tolerancia a la glucosa se realizaron con una concentracion de 2g de
glucosa/Kg de peso corporal administrados intraperitonealmente. Los ratones se
dejaron en ayuno de 12 horas durante la noche. Las muestras de sangre se obtuvieron
de la punta de la cola a los tiempos 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos y los niveles de

glucosa se midieron utilizando un glucometro (FreeStyle, Abbott, CA, USA).

Gasto energético

El consumo de oxigeno (VO), la produccion de diéxido de carbono (VCO,), el gasto
energético y el cociente de intercambio respiratorio (RER) se determinaron a través de
calorimetria indirecta para cada raton. Las mediciones se realizaron después de un
periodo de aclimatacién de un dia en el equipo de circuito abierto y monitoreo
metabolico Oxymax/Comprehensive Lab Animal Monitoring System (Oxymax Columbus
Instruments, Ohio, USA). La relacion entre el VCO; y el VO, (VCO,/VO;) determina el
RER y brinda informacién del sustrato metabdlico del cual se obtiene el aporte
energético (carbohidratos, proteinas, grasa). Las mediciones se realizaron durante un
periodo de seguimiento de un dia para identificar las variaciones en los estados de

ayuno y postprandio de los ratones.

Extraccion de RNA

Se extrajo el RNA total de las muestras de higado de los ratones utilizando el reactivo
TRIzol (Invitrogen). La pastilla de RNA se resuspendié en 100 ul de agua estéril y se
evalué su concentracion y pureza a 260nm. Para evaluar la integridad del RNA se
analizaron 15 ug de RNA por electroforesis en un gel de agarosa al 1% con 2.2 M de

formaldehido.

Cuantificacién relativa por PCR en tiempo real

La determinacion de los niveles de expresion de mRNA de los genes involucrados en la
sintesis (SREBP1, PPARYy, FAS, ACC y SCD1) y oxidacién de acidos grasos (PPARaq,
PPARS, PGC1a, ACOX y CPT1a) vy degradaciéon de aminoacidos (HNF4a,
Glutaminasa, SDH y HAL) se realizé por PCR-cuantitativo en tiempo real. A partir de

300 ng de RNA se sintetizé el cDNA utilizando la enzima transcriptasa inversa M-MLV y
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oligo (dT) 12-18 cebador (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Para determinar los
niveles de mRNA por PCR en tiempo real se realizaron ensayos fluorogénicos
utilizando el reactivo LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany). La fluorescencia fue detectada en el equipo LightCycler® 480
Instrument (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) siguiendo las instrucciones
del fabricante (Roche Applied Science, Mannheim, Germany, Operator's Manual
Software Version 1.5). En los rangos dinamicos se utilizaron las siguientes
concentraciones de cDNA: 60 ng, 12 ng, 2.4 ng, 0.48 ng y 0.096 ng, asi como controles
sin RNA.

El nivel de expresion para cada gen se determind por triplicado usando 12 ng del cDNA
y el par de oligos para cada gen (Sigma-Aldrich Co. LLC Life Science) en placas de 96
pozos opticos LightCycler® 480 Multiwell Plates 96/384 clear (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany), utilizando a m36B4 y B,-microglobulina como controles
invariantes. La secuencia de los oligos sentido y antisentido que fueron utilizados se

presentan en la Tabla 3.

El esquema de amplificaciéon de PCR utilizado fue de 50°C durante 2 min, 95°C durante
10 min, y 45 ciclos de 94°C durante 15s seguido por 60°C durante 1 min. La expresion
relativa se calculé en base a la eficiencia (E=10"Pe"%e"ely de |os oligos y los valores del
ciclo umbral (CT) de los grupos alimentados con aceite de soya 7% (control biolégico)
con respecto a los grupos alimentados con las diferentes dietas experimentales, y se
expreso en comparacion con los gen de referencia m36B4 y B.-microglobulina, basado

en la siguiente ecuacion (X se refiere al grupo de las diferentes dietas experimentales):

Expresion relativa

Ct1(Soya7%-X) /\/ ( Ct2(Soya7%-X Ct2(Soya7%-X)

=(E gen de interés) E gen constitutivo1) ) (E gen constitutivo2)

Analisis estadistico

Los valores se expresan como medias % error estandar (S.E.M.). Las diferencias entre
los grupos experimentales fueron evaluados por analisis de varianza de dos vias
(ANOVA) seguido por una prueba de comparacion multiple Holm-Sidak, usando el

software estadistico Prism 6.0 (GrapghPad Prism Software, San Diego, USA ). En el
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analisis de varianza de dos vias se evalué la presencia o ausencia de PPARa
(Genotipo), el tipo de acido graso en cada una de las concentraciones (Dieta) y la
interaccidon entre los dos factores (Genotipo x Dieta). Los resultados de la prueba de
comparaciones multiples sefialan las medias que son significativamente diferentes
entre si, se indican en cada figura mediante letras diferentes entre los grupos
(a>b>c>d), para todos los casos se considero al valor P<0.05 estadisticamente

significativo.

Tabla 3. Secuencia de oligonucleétidos utilizados en el estudio

Gen Oligo sentido Oligo antisentido
m36B4 AGATTCGGGATATGCTGTTGG AAAGCCTGGAAGAAGGAGGTC
B2MG TTCTGGTGCTTGTCTCACTG TTATGTTCGGCTTCCCATCT
PPARX CTCTGGGCAAGAGAATCCAC CCTCTGCCTCTTTGTCTTCG
PPARD CTCTTTCATCGCGGCCATCCATTCT TCTGCCATCTTCTGCAGCAGCTT
PGClQ AAGTGTGGAACTCTCTGGAACTG GGGTTATCTTGGTTGGCTTTATG
ACOX1 CCACATATGACCCCAAGACC AGGCATGTAACCCGTAGCAC
CPT1 GCACTGCAGCTCGCACATTACAA CTCAGACACTACCTCCTTCGGAA
SREBP1 AGACAAACTGCCCATCCACC AAGCGGATGTAGTCGATGGC
PPARY CGAGTCTGTGGGGATAAAGC CCAACAGCTTCTCCTTCTCG
FAS CAAAGGACCAAGCATTGCCC TACAACAGCCTCAGAGCGAC
ACC GCCTCTTCCTGACAAACGAG GACTGTGCCTGGAACCTCTT
ScD1 TGCGATACACTCTGGTGCTC TAGTCGAAGGGGAAGGTGTG
HNF4X AGAGGTTCTGTCCCAGCAGA CAGAAGGAGTTCGCAGAAGG
Glutaminasa CTTCTGCCAGAAGTTGGTGTCTCTC  CCGAGACATCTCCACTATATGCAGC
SDH GACACTGGTGATCTTGGGCA AAGAGCTGAAGGAGACGCTG
HAL GGCCAAATAGTCCAGGGCTT TCTGCGATCGTGTTCAGGAC
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Resultados

En estudios previos se ha demostrado que el PPARa puede regular la expresion de
genes involucrados en la oxidacion de acidos grasos y recientemente se ha reportado
como un posible regulador de la homeostasis proteica ya que puede regular la
expresion de genes involucrados en la degradacién de aminoacidos. Por otra parte, se
sabe que los ligandos de PPARa son acidos grasos o sus derivados. Por ello en este
estudio se determiné la influencia del tipo y la cantidad de acidos grasos en el

metabolismo de acidos grasos y aminoacidos.

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

para neutralizar la solucion basica y se utilizan 10ul para la reaccion de PCR.
Secuencias de los oligos utilizados:
Oligo sentido 5’-3: GAGAAGTTGCAGGAGGGGATTGTG
Oligo antisentido 5’-3’: CCCATTTCGGTAGCAGGTAGTCTT
Oligo NEO 5’-3’: GCAATCCATCTTGTTCAATGGC

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

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

Los ratones WT y KO PPARa se alimentaron con una de las seis diferentes dietas
preparadas con aceite de soya, de coco u oleico a una de las dos concentraciones 7%
0 21%. Debido a que en el postprandio se lleva a cabo la digestion de los alimentos y
en particular la absorcion de los acidos grasos dietarios, se determin6 evaluar este

estado metabdlico para las determinaciones bioquimicas en este trabajo.

Para establecer el tiempo de postprandio 6ptimo se realizé6 una curva temporal de las
concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL y LDL en ratones WT.
Se observé que a la hora después de iniciar el periodo postprandial no decaen los
niveles de glucosa, colesterol, HDL y LDL. Ademas fue el tiempo en el que se alcanzd

el pico mas alto en el nivel de triglicéridos (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del postprandio sobre las concentraciones séricas de glucosa, colesterol,
triglicéridos, HDL y LDL. A partir del suero de ratones C57BL6 se midié la glucosa, colesterol,
triglicéridos, HDL y LDL al minuto 0, 30, 60 y 90 después de iniciado el postprandio.

Considerando estos resultados se determiné usar una hora de postprandio y para

sincronizar su consumo de alimento y evitar variabilidad hormonal y metabdlica, los

ratones se alimentaron en un esquema de horario restringido de 9 horas de periodo

postprandial (de 8 am a 5 pm). Ademas, con el propdsito de evaluar el efecto a largo

plazo en el fenotipo metabdlico de los ratones WT y KO PPARa alimentados con aceite

de soya, de coco u oleico a una de las dos concentraciones 7% o 21%, el periodo de

alimentacion tuvo una duracién de tres meses (Figura 4).

23
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3. Gasto energético

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

Composicion de acidos grasos en los aceites dietarios

Para evaluar el efecto del tipo de aceite dietario en la expresién de genes participantes
en la sintesis y oxidacion de acidos grasos, y en la degradacion de aminoacidos, la
composicion de acidos grasos de los aceites utilizados fue analizada. Se utilizé al
aceite de soya, de coco y oleico como fuentes de grasa debido a que estos aceites
tienen diferente composicion de acidos grasos. Nuestros analisis validaron que el
aceite de soya es rico en acidos grasos poliinsaturados (AGP), el oleico en acidos
grasos monoinsaturados (AGM) y el de coco en acidos grasos saturados (AGS). En
particular el aceite de soya es rico en acido linoleico (w6) (~63%), el aceite oleico en
acido oleico (~71%) y el aceite de coco en &acido laurico (~58%). Mientras que la
proporcion AGS/AGM+AGP es minima para el aceite de soya y oleico (0.2 y 0.03,

respectivamente), la del aceite de coco es muy alta con un valor de 7.0 (Tabla 4).
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Tabla 4. Composicidén de acidos grasos en los aceites dietarios.

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

Estearico C18:0 3.08 2.26 5.56
Palmitico Cc16:0 12.38 - -
Miristico C14:0 0.25 0.64 23.84
Laurico C12:0 0.78 - 58.09
Suma 16.49 2.90 87.49
AGM

Oleico C18:1 13.59 71.06 10.33
Palmitoleico C16:1 - 3.83 -
Suma 13.59 74.89 10.33
AGP

Araquidénico C20:4 - 0.47 -
a-Linolenico C18:3 (w3) 7.29 1.85 -
Linoleico C18:2 (wb) 62.63 19.79 218
EPA C20:5 - - -
DHA C22:6 - 0.10 -
Suma 69.92 22.21 2.18
AGS/AGM+AGP 0.20 0.03 6.99
w6/w3 8.59 10.70 2.18

AGS, acidos grasos saturados; AMS, acidos grasos monosaturados; AGP, acidos grasos
poli-insaturados; EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico

Peso y composicién corporal

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

Dieta) fue significativa, es decir que el efecto en las diferencias segun el tipo de dieta
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son consistentes en la presencia o ausencia del PPARa (p <0.0001) (Figura 5 A-D). Sin
embargo, el alimento consumido (kcal/raton/dia) fue similar entre los grupos dietarios,
asi como entre los ratones WT y KO PPARa (Figura 5 E). El contenido cal6rico de las
dietas con 21% de grasa se ajustdé de manera isocalérica con un porcentaje
determinado de carbohidratos (Tabla 2), por lo que la dieta con 21% de grasa fue una

dieta con menor proporcion de carbohidratos.

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

Por otra parte, los ratones KO PPARa registraron en su mayoria un aumento
significativo en el peso del higado. Mientras que, dentro del grupo de ratones WT los
higados del grupo alimentado con AS 21% registré el peso mas bajo con respecto al
peso corporal. El genotipo y la dieta tuvieron un efecto significativo sobre el peso del
higado (p <0.0001 y p <0.0001, respectivamente). Ademas, la interaccion entre
genotipo y el tipo de dieta fue significativa, es decir que el efecto en las diferencias
segun el tipo de dieta son consistentes ya sea para los ratones WT y KO PPARa
(p=0.0021) (Figura 6 C).

26



(@

12- Aceite de Soya (AS) 12 Aceite de Coco (AC) 12 Aceite Oleico (AO)

Ganancia de peso corporal (g) >

Ganancia de peso corporal (g) UJ

Ganancia de peso corporal (g)

Q
o

Dias

o
5
(%]
=
5
[7,]

| |

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
-~ AS-7%WT -e- AS-7%KO PPARa -~ AC-7% WT -e- AC-7%KO PPARa  -® AO-7% WT -e- AO-7% KO PPARq
& AS-21% WT - AS-21% KO PPARa - AC-21% WT-m- AC-21% KO PPARa & AO-21% WT-m- AO-21% KO PPARa

Genotipo Dieta Genotipo x Dieta Genotipo Dieta Genotipo x Dieta
D 12 0.0014 <0.0001 <0.0001 E NS NS 0.0125
o) a 14+
2 0- a,b
? g @
o ab,c @ a a
a gl b,cd S
S 8 b C,d b,C,d g
S |cd d Mcd cd ]
T B d ®
= =
ps ©
©
.g 4_ Q
g e
© 2 [ ] WT
© BN KO PPARa L wT
Il KO PPARa
7% 21% 7% 21% 7% 21% 7% 21% 7%  21% 1% 21%
A.deSoya A.deCoco A.Oleico A.de Soya A.deCoco A.Oleico

Figura 5. Determinaciones del peso corporal (A, B, C), ganacia final de peso corporal (D) e ingesta media diaria de energia por
individuo normalizada por el peso corporal (E). Los valores representan la media + S.E.M. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (a>b>c>d, P <0.05); n =6 WT y n =7 KO PPARa.
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Figura 6. Determinaciones del porcentaje de peso corporal del tejido adiposo epididimal (A), perirenal
(B) e higado (C). Los valores representan la media + S.E.M. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (a>b>c>d, P <0.05);n=6WTyn=7
KO PPARGa.

Alteraciones en el metabolismo de la glucosa

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

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

28



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

La concentracion de insulina durante el postprandio presenta una ligera tendencia a ser
mas baja en los ratones KO PPARa comparado con el grupo WT, aunque fue un poco
mayor en el grupo alimentado con AO 7% y casi igual con AC 7%. Por otra parte, los
ratones WT alimentados con AS 7% y AC 21% presentaron los niveles mas altos de
insulina. El genotipo y la dieta tuvieron un efecto significativo sobre la concentracion
sérica de insulina en el postprandio (p <0.0001 y p <0.0001, respectivamente) (Figura 7
A). Los ratones KO PPARa evidenciaron un aumento de glucagon de hasta 40% en
comparacién con los ratones WT. El genotipo y la dieta tuvieron un efecto significativo
sobre la concentracién sérica de glucagon (p <0.0001 y p=0.0011, respectivamente)
(Figura 7 B). Ademas, se determind el efecto del genotipo y la dieta sobre Ia
proporcidon glucagon/insulina, ya que esta razén aumenta cuando hay actividad de
gluconeogénesis y disminuye cuando la glucosa es abundante durante el postprandio.
La proporcién glucagon/insulina fue significativa solamente entre los diferentes tipos de

dieta (p <0.0001) y no para el genotipo (Figura 7 C).

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

Captacioén de la glucosa

Los datos anteriores (niveles anormales de glucagon/insulina y glucosa durante el
postprandio) sugieren que los ratones KO PPARa presentan alteraciones en el
metabolismo de la glucosa. Para determinar cambios en la asimilacién de glucosa en
cuerpo completo, se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa. Al final de los tres
meses de estudio se llevaron a cabo las pruebas de tolerancia a la glucosa,

administrandola de manera intraperitoneal y se determinaron los niveles de glucosa a
los minutos 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120.
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Para distinguir los cambios entre grupos, se determiné el area bajo la curva (AUC) de la
concentracion de glucosa a los diferentes tiempos de la prueba de tolerancia a la
glucosa. Los ratones WT tuvieron un area bajo la curva mas elevada en comparacion
con los ratones KO PPARa. Por otra parte, dentro del grupo WT se observé una ligera
tendencia a tener mayor area bajo la curva en los grupos de ratones alimentados con
21% de grasa dietaria, excepto en el grupo alimentado con AO. Dentro del grupo KO
PPARa se observo que los ratones alimentados con AO tenian niveles de area bajo la
curva mas elevados en comparacion con los demas grupos KO PPARa, incluso las

mediciones se encontraban dentro del mismo rango que los ratones WT.

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

consistentes en la presencia o ausencia del PPARa (p=0.0002) (Figura 8 A-D).
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Gasto energético y modificacidon del uso de sustratos

Para determinar el efecto de PPARa sobre el gasto energético y el uso de sustratos, se
realizd un ensayo de calorimetria indirecta. Los ensayos de calorimetria indirecta
permiten la evaluacidn del metabolismo respiratorio que determina el volumen de
oxigeno (VO;) consumido y de diéxido de carbono (VCO,) producido, parametros con

los que se determina el coeficiente de intercambio respiratorio (RER).
VCO,
VO,

RER =

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

energia liberada es diferente para cada uno de los tres sustratos.
Para los carbohidratos, la proporcion de VCO, a VO, es 1.0 y la ecuacién general es:
1 g glucosa+746ml O, — 746ml CO, + 0.6 g H,O+15.7kJ
Para los lipidos, la proporcion de VCO;, a VO, es 0.705 y la ecuacion general es:
1 g palmitato + 2,029 ml O, — 1,430 ml CO, + 0.45 g H,O + 37.7 kJ

Para las proteina, a pesar de su variabilidad en la composicion de aminoacidos se
utiliza una ecuacion general para la oxidacion aproximada de una proteina estandar en
la cual la proporcién de VCO,; a VO, es 0.81 asumiendo que la urea es el principal

producto de desecho es:
1 g proteina + 966 ml O, — 782 ml CO, + 0.45 g H,O + 0.50 g Urea + 16.7 kJ

Entonces, un RER de 0.7 es indicador de que las grasas son la fuente de energia
predominante, mientras que un RER de 0.85 sugiere que esta siendo metabolizada una
mezcla de grasa y carbohidratos, mientras que un valor de 1 o mayor indica que los

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

de alimentacién de 8 am a 5 pm (10 horas) y ciclo de luz oscuridad de 12 horas.

Para distinguir los cambios entre grupos sobre el fenotipo metabdlico referente a la
calorimetria indirecta, se determiné el area bajo la curva (AUC) del VO, ydel RER. En
particular, tanto en el ayuno como en el postprandio los grupos de ratones WT y KO
PPARa alimentados con grasa dietaria al 21% presentaron una ligera tendencia a
aumentar su consumo de oxigeno en comparacion con los grupo alimentados con 7%
de grasa, siendo ésta mayor para los grupos alimentados con AO y menor para los
alimentados con AS. En ambos periodos metabdlicos los ratones KO PPARa no
presentaron cambios significativos en el VO, en comparacién con los ratones WT. Sin
embargo, el tipo de dieta o acido graso en las concentraciones dadas tuvo un efecto
significativo sobre el VO, (p=0.003 y p <0.0001, respectivamente para ayuno y
postprandio) (Figura 9 A-D).

Los valores de RER no se vieron modificados en el ayuno a pesar de los cambios en el
consumo de O2, por lo que los efectos del genotipo y dieta sobre el RER no fueron
significativos. En el postprandio, las dietas al 21% de grasa dietaria favorecieron
valores de RER menores tanto en los grupos WT como KO PPARa. En particular los
grupo alimentados con AO fueron los que tuvieron valores de RER menores, lo que
indica una mayor utilizacion de lipidos como sustratos energéticos, datos que
concuerdan con el VO2. Los efectos del genotipo y de la dieta sobre el RER fueron
significativos (p=0.003 y p <0.0001, respectivamente). Ademas, los resultados
revelaron una interaccion significativa entre el genotipo y la dieta (<0.0001).

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

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

La calorimetria indirecta también nos proporciona una estimacion del gasto energético
(produccion de calor) a partir de la tasa de consumo de oxigeno que se transforma en
el gasto de energia derivado de carbohidratos o lipidos, y se expresa como la relacion
entre la energia (Kcal) por el marco de tiempo de la medicion (hr). El gasto energético
se calcula a partir del "valor calorifico" (VC) que relaciona el volumen de oxigeno
consumido con las kilocalorias que se queman por litro de O,. ElI VC se deriva de datos

empiricos obtenidos por Graham Lusk en "“The Elements of the Science of Nutrition"
(Tabla 5) (Lusk 1968). Para distinguir los cambios entre grupos sobre el gasto

energético, se determiné el area bajo la curva (AUC).

En el ayuno, los ratones KO PPARa presentaron una tendencia a tener valores mas
altos del gasto energético en comparacion con los ratones WT. En particular los
ratones KO alimentados con 21% de AO presentaron los mayores niveles de gasto
energético. De hecho, el efecto sobre el gasto energético resultante del genotipo fue
principalmente por el genotipo (p <0.0001) y en menor medida por la dieta (p=0.0395),

aunque no se observo interaccion entre ambas variables (Figura11A-D).

En el postprandio, disminuyé la tendencia de los ratones KO PPARa de tener valores
mas altos del gasto energético comparados con los WT. Sin embargo, los ratones KO
PPARa alimentados con 7% y 21% de AO presentaron nuevamente los mayores
niveles de gasto energético. El efecto del genotipo y la dieta sobre el gasto energético
en el postprandio fueron significativos (p <0.0001 y p=0.0005, respectivamente),

aunque no se observo interaccion entre ambas variables (Figura 11 A-D).
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Tabla 5. Oxidacion de mezclas de carbohidratos y lipidos

Porcentaje del oxigeno total

consumido por

Porcentaje del gasto

calOrico total producido por

Calorias por litro de O,

RER
Carbohidratos| Lipidos Carbohidratos | Lipidos Numero | Logaritmo

0.707 0 100.00 0 100.00 4.686 0.67080
0.71 1.02 99.00 1.10 98.90 4.690 0.67117
0.72 4.44 95.60 4.76 95.20 4.702 0.67228
0.73 7.58 92.20 8.40 91.60 4.714 0.67339
0.74 11.30 88.70 12.00 88.00 4.727 0.67459
0.75 11.47 85.50 15.60 84.40 4.739 0.67569
0.76 18.10 81.90 19.20 80.80 4.751 0.67679
0.77 21.50 78.50 22.80 77.20 4.764 0.67797
0.78 24.90 75.10 26.30 73.70 4.776 0.67906
0.79 28.30 71.70 29.90 70.10 4.788 0.68015

0.8 31.70 68.30 33.40 66.60 4.801 0.68133
0.81 35.20 64.80 36.90 63.10 4.813 0.68242
0.82 38.60 61.40 40.30 59.70 4.825 0.68350
0.83 42.00 58.00 43.80 56.20 4.838 0.68467
0.84 45.40 54.60 47.20 52.80 4.850 0.68574
0.85 48.80 51.20 50.70 49.30 4.862 0.68681
0.86 52.20 47.80 54.10 45.90 4.875 0.68797
0.87 55.60 44.40 57.50 42.50 4.887 0.68904
0.88 59.00 41.00 60.80 39.20 4.899 0.69011
0.89 62.50 37.50 64.20 35.80 4911 0.69117

0.9 65.90 34.10 67.50 32.50 4.924 0.69232
0.91 69.30 30.70 70.80 29.20 4.936 0.69338
0.92 72.70 27.30 74.10 25.90 4,948 0.69443
0.93 76.10 23.90 77.40 22.60 4.961 0.69557
0.94 79.50 20.50 80.70 19.30 4.973 0.69662
0.95 82.90 17.10 84.00 16.00 4.985 0.69767
0.96 86.30 13.70 87.20 12.80 4.998 0.69880
0.97 89.30 10.20 90.40 9.58 5.010 0.69984
0.98 93.20 6.83 93.60 6.37 5.022 0.70088
0.99 96.60 3.41 96.80 3.18 5.035 0.70200
1.00 100.00 0 100.00 0 5.047 0.70303
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Para determinar el efecto del PPARa sobre el tipo de sustratos oxidados, se
determinaron los valores del gasto energético obtenidos a partir de la calorimetria
indirecta y de las tablas de Lusk (Tabla 5). Los valores obtenidos del gasto energético
se relacionaron con los porcentajes de carbohidratos o lipidos oxidados en los

diferentes tratamientos.

En el ayuno no se vieron modificaciones en el porcentaje de oxidacién de carbohidratos
y lipidos, ya que en promedio los ratones oxidaron entre un 12-16% de carbohidratos y
entre un 84-88% de lipidos. Durante el postprandio los ratones WT y KO PPARa
alimentados con 7% de grasa dietaria oxidaron principalmente carbohidratos. Por otra
parte, las diferencias mas evidentes con respecto al tipo de dieta se observaron entre
los grupos alimentados con 21% de grasa dietaria. Los ratones WT y KO PPARa
alimentados con AS 21% oxidaron en promedio un 77% de carbohidratos y un 23% de
lipidos; los alimentados con AC 21% oxidaron un 81%(WT) y 75% (KO PPARa) de
carbohidratos, ademas de un 19% (WT) y 26% (KO PPARa) de lipidos. Por ultimo, los
ratones alimentados con AO 21% son los que presentaron un mayor porcentaje de
oxidacion de lipidos, ya que oxidaron un 29%(WT) y 39% (KO PPARa) de lipidos,
ademas de un 71% (WT) y 61% (KO PPARa) de carbohidratos (Figura 12).

15
o
o
o
'c -
S 100
c
)
© 80-
o
o
S 60- .
o L
Qe o
5 40- 2
© S s
0 T o
.g 20~ O g
& |
3 0
&
°\° /\0\0/
5 O
v
A7
Y 9
v

Figura 12. Porcentaje del valor promedio del gasto caldrico proporcionado por carbohidratos y lipidos
para cada uno de los tratamientos dietarios.
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Parametros lipidicos y lipoproteicos en plasma

Debido a que la composicidn de acidos grasos de los aceites y el contenido de grasa
dietaria son factores importantes en la modulacion del metabolismo de lipidos, vy
afectan directamente el perfil de lipidos y lipoproteinas en suero, se determinaron los

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

Después de la alimentacion, los niveles de colesterol total fueron mayores en los
ratones KO PPARa en comparacion con los ratones WT. Mientras que los grupos
alimentados con AC en ambas concentraciones 7% y 21%, tanto en ratones WT como
ratones KO PPARa, registraron los niveles mas altos de colesterol en suero, siendo
mayores para el grupo con 21% que para el grupo al 7% de grasa dietaria. El genotipo
y la dieta tuvieron un efecto significativo sobre los niveles de colesterol total (p <0.0001
y p <0.0001, respectivamente), aunque no se observd interaccion entre ambas

variables (Figura 13 A).

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

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

tampoco se observé interaccidn entre ambas variables (Figura 13 C).
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Al igual que las variables bioquimicas anteriores, la concentracion de triglicéridos

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

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

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

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

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

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

un efecto significativo sobre los niveles de triglicéridos, la interaccion entre genotipo y el

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

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

KO PPARa.
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Vias metabdlicas reguladas por el PPARaq, el tipo y la cantidad de acidos
grasos

El PPARa tiene un papel clave en la regulacion de las vias metabdlicas involucradas en
el metabolismo de acidos grasos (principalmente en la oxidacion) y también en la
degradacion de aminoacidos, recientemente descrito. Ademas, se sabe que los acidos
grasos dietarios juegan un papel importante como reguladores de la expresion génica,
ya que son ligandos exégenos de PPARa como lo son los AGP. Por lo anterior y a
partir de los cambios observados en los ratones KO PPARa en cuanto al uso de
sustratos energéticos, se identificaron las alteraciones en las vias metabdlicas
reguladas por el PPARa y por el tipo de acido graso. Para ello se determin6 en el
higado el patron de expresidn de los genes involucrados en degradacion de acidos
grasos (PPARa, PPAR®, PGC1a, ACOX1 y CPT1a), sintesis de acidos grasos
(SREBP1, PPARy, SCD1, ACC y FAS) y de la degradaciéon de aminoacidos (HNF4aq,
HAL, SDH y glutaminasa).

Oxidacién de acidos grasos

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

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

principalmente en el grupo con 7% de grasa (Figura 14 D).

Por ultimo, se determinaron los niveles de expresiéon del gen PPARS, ya que nos fue de
interés determinar el posible papel de PPARS en la suplencia de funcién de PPARa en
los ratones KO PPARa. De manera interesante, se observé que los grupos KO PPARa
tuvieron una tendencia a tener mas elevada la expresion de PPAR® en comparacion
con los ratones WT, dentro de este mismo grupo se observé que los ratones
alimentados con AS al 7% y 21% al igual que el AC al 7% fueron los grupos con los

niveles mas elevados de expresiéon de PPAR®S (Figura 14 E).
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Sintesis de acidos grasos

Los niveles de expresion de SREBP1 y PPARy no fueron afectados por el genotipo,
solamente por el tipo de dieta (p <0.0001). Asi mismo, la interaccion entre genotipo y el
tipo de dieta fue significativa (p <0.0001). En los grupos de ratones KO PPARa los
ratones alimentados con ambas concentraciones de AS tuvieron los niveles mas altos
de expresién de SREBP1, seguidos por el grupo alimentado con AC al 21%. Por otra
parte, entre los grupos WT los ratones alimentados con AS tuvieron los niveles mas
bajos de expresion de este gen en comparacion con los ratones alimentados con AC o
AO en ambas concentraciones (Figura 15 A). Mientras que, los niveles de expresion del
PPARy mostraban una tendencia a aumentar en los grupos WT alimentados con 21%
de grasa, exceptuando al grupo alimentado con AO. Ademas, los grupos KO PPARa
alimentados con AO y AS al 7% tuvieron los niveles mas altos de expresion de PPARy
(Figura 15 B).

De manera interesante los niveles de expresiéon de SCD1, ACC y FAS siguieron un
patron muy parecido de expresién entre los grupos WT, ya que ambos grupos
alimentados con AS (7% y 21%) mantenian niveles de expresion muy parecidos; los
ratones alimentados con AC al 21% mostraban tener una menor expresion de estos
genes y los grupos alimentados con AO AS (7% y 21%) tuvieron los niveles mas bajos
de SCD1, ACC y FAS. En particular, se observd que la expresion de genes lipogénicos
en higado es baja a concentraciones de 21% de grasa. En los grupos KO PPARa se
observd una tendencia de baja expresion de SCD1, exceptuando los grupos
alimentados con AS al 21% y AC al 7%. Interesantemente, se observé que los grupos
KO PPARa alimentados con AS al 7% y con AC al 7% mostraban los niveles mas altos
de ACC y FAS, mientras que los demas grupos de dieta mostraban una disminucioén en
la expresion de estos genes (Figura 15 C, D, E). En cuanto a los niveles de expresion
de la SCD1, ACC y FAS se encontré un efecto significativo por la dieta y por el
genotipo (p <0.0001 y p <0.0001, respectivamente). Ademas de mostrar una fuerte

interaccién entre genotipo y el tipo de dieta, la cual fue significativa (p <0.0001).
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Sintesis de acidos grasos
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Degradacion de aminoacidos

Se determind la expresidn de enzimas degradadoras de aminoacidos en tejido
hepatico, debido a que los ratones KO PPARa presentaron alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, ademas del incremento en los niveles de
glucagon independiente del tipo de acido graso. En reportes previos se ha relacionado
que el glucagon estimula la expresion de enzimas degradadoras de aminoacidos
(Aleman et al. 1998).

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

La expresion de HNF4a se encontrd particularmente alta en los ratones KO PPARa,
siendo los grupos alimentados con AS al 7% y 21% y AC al 7% los grupos con los
niveles mas altos de expresion (Figura 16 A). De igual modo, aunque en menor grado
la expresion de HAL presenté una tendencia a ser mayor en los grupos KO PPARaq,
con los mayores niveles de expresion en los grupos alimentados con AS al 7% y con
AC al 7% (Figura 16 B). De manera semejante los grupos alimentados con AS al 7% y
21% y AC al 7% tuvieron los niveles mas altos de expresién de SDH y glutaminasa
(Figura 16 C,D). Entre los ratones WT, es interesante observar que los grupos
alimentados con AO en ambas concentraciones (7% y 21%) presentan un ligero
incremento en la expresiéon de HAL, SDH y glutaminasa, seguido por los grupos
alimentados con AC vy por ultimo en menor cantidad los grupos alimentados con AS.
(Figura 16 A-D).
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A continuacién se presenta el mapa de color de la expresién de genes involucrados en
la sintesis y oxidacién de acidos grasos, y degradacion de aminoacidos en los ratones
WT y KO PPARa en el postprandio alimentados previamente con las dos
concentraciones de aceites dietarios (AS, AC y AO). Los mapas de color se utilizaron
como una herramienta para facilitar la visualizacion de los niveles de expresiéon de los
genes. De esta manera, se pueden identificar los genes con valores de expresion mas
altos o mas bajos con respecto al control biolégico (grupos alimentados con AS al 7%).
En los ratones KO PPARa, los genes que codifican para las enzimas degradadoras de

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

Algunos factores de transcripcidn desde el punto de vista de nutricidn fungen como
sensores de los nutrimentos en el interior de la célula y son regulados por la presencia
y cantidad de nutrimentos especificos. Este es el caso de PPARa que se expresa
principalmente en higado y es regulado por acidos grasos poliinsaturados e
interacciona con los acidos grasos con altos valores de afinidad (Lin et al. 1999). El
tamano del sitio de unién a ligando del PPARa es entre 3 a 4 veces mayor que el de
cualquier otro receptor nuclear y es por eso que tiene la capacidad de unir una gran
variedad de acidos grasos con constantes de disociacion (Kgs) dentro del rango de
nanomoles (nM) tal es el caso para el acido oleico, linoleico y linolénico (5.9, 4.8 y 7.9

nM, respectivamente) (Krey et al. 1997).

Desde el punto de vista de la nutrigendmica, es importante conocer la importancia de la
presencia de PPARa en la regulacion del metabolismo de lipidos y aminoacidos, ya que
previos estudios en el laboratorio han demostrado que al activar PPARa por acidos
grasos poliinsaturados aumenta la oxidacion de acidos grasos y se inhibe el
catabolismo de aminoacidos (Contreras et al. 2015; Aleman et al. 2013), un mecanismo
muy importante para la conservacion del nitrégeno corporal, por ello se utilizé el modelo
KO PPARa.

De igual manera, es importante conocer qué tipo de acido graso puede ser ligando de
PPARa y qué cantidad de este acido graso es 6ptima para estimular la oxidacion de
acidos grasos y poder dar una mejor recomendacion para el consumo humano. Debido
a que existe cierta controversia sobre si un tipo de acido graso es mejor que otro, se
estudiaron tres tipos de aceites con diferentes composiciones de acidos grasos: aceite
de soya (AS, 70% de acidos grasos poliinsaturados), de coco (AC, 88% de acidos
grasos saturados) y oleico (AO, 71% de acidos grasos monoinsaturados). Se evaluaron
los efectos de la concentracion recomendada (7%) de grasa dietaria y de tres veces el
requerimiento (21%) (Reeves, Nielsen, and Fahey 1993).

De manera interesante se observd que las concentraciones de insulina dependen del

tipo de aceite. En el postprandio los ratones WT alimentados con AS al 7% y AC al
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21% (AS 7%>AC 21%) tuvieron los niveles mas altos de insulina aunque tuvieron
niveles normales de glucosa. Por otro lado, se observé que los ratones WT alimentados
con AO tuvieron un aumento en la proporcion de glucagon/insulina (7%>21%) aunque
no presentaron cambios en los niveles de glucosa. También se observd que el area
bajo la curva fue ligeramente mayor para los grupos WT alimentado con AC al 21% vy
AS al 21%.

Por otra parte, los ratones KO PPARa tuvieron considerablemente niveles mas altos de
glucagon y bajos niveles de glucosa. Resultados que se corroboraron con las
determinaciones del area bajo la curva en la prueba de tolerancia oral a la glucosa, no
obstante los grupos KO PPARa alimentados con AO al 7% y 21% fueron la excepcion
ya que los niveles de glucosa y el area bajo la curva en la prueba de tolerancia oral a la
glucosa fueron parecidos a los del grupo WT. Estudios previos muestran que los
ratones KO PPARa mantienen niveles muy bajos de glucemia inclusive en dietas altas
en grasa (Guerre-Millo et al. 2001). Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos
que influyen en la hipoglucemia inducida por la deficiencia de PPARa. Ademas,
estudios previos de nuestro grupo también reportan las altas concentraciones de
glucagon en los ratones KO PPARa en comparaciéon los ratones WT (Contreras et al.
2015). En particular, en nuestro estudio los grupos KO PPARa alimentados con AO
fueron la excepcidon a este supuesto. Los resultados anteriores coinciden con los
reportados efectos benéficos del AO en desordenes del metabolismo de la glucosa
(Sato et al. 2007). Estudios in vitro e in vivo corroboran la actividad gluconeogénica del
AO (Williamson et al. 1968; Boyd, Whitehead, and Butler 1985). También se discute
que al inducir una mayor oxidacion de acidos grasos se estimula la produccion y

aumento en los niveles de glucosa por gluconeogénesis (Oakes et al. 1997).

En los ratones KO PPARa la baja concentracion de glucosa sérica y la consecuente
secrecion exacerbada de glucagon, estimulé un mayor catabolismo de aminoacidos
(mayor expresion de EDAA) resultados que concuerdan con los reportados por Kersten
et al. (2001). Sin embargo, en nuestro estudio los resultados muestran una modulacién
distinta dependiendo del tipo de acido grasos. Por un lado, se observd que los grupos

alimentados con AS (7% y 21%) y AC7% mostraron un perfil bajo de expresion de
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EDAA en los ratones WT y en los KO PPARa sucede lo opuesto, hay un incremento en
la expresion de HNF4a, HAL, SDH y glutaminasa. Por otro lado, los grupos KO PPARa
alimentados con AO (7% y 21%) y AC 21% no mostraron cambios en la expresion de
EDAA (HAL, SDH y glutaminasa). Es interesante que los grupos KO PPARa
alimentados con AO fueron los que tuvieron niveles casi normales de glucosa y una
mayor oxidacion de acidos grasos, suponemos que la normalizacion en los niveles de
glucosa en los grupos KO PPARa alimentados con AO favorece que no aumenten los
niveles de EDAA, se ha reportado que la infusidon de glucosa disminuye la excrecion de
urea (O’'Connell et al. 1974). En cambio, la alterada oxidacién de acidos grasos pudiera
ser compensada con una alta tasa de utilizacion de glucosa, inducir una alta
concentracion de glucagon y la consecuente hipoglucemia. En conjunto estos defectos
en el metabolismo favorecieron la expresiéon de EDAA en los ratones KO PPARa que
consumieron AS y AC (Reichard et al. 1979).

Por otro lado, los ratones WT alimentados con 7 y 21% de AO, 0 21% de AC expresan
niveles sutiles de HNF4a, SDH, HAL y glutaminasa (AO7%>A021%>AC21%),
resultados que se pueden deberse a la alta proporcion de glucagon/insulina. Mientras
que, los ratones WT alimentados con AS al 7% y 21%, al igual que AC al 7%
mantienen bajos niveles de expresion de EDAA, incluso el AS 21% reprimio la

expresion de SDH .

En particular, en el laboratorio se ha identificado a PPARa como posible regulador de la
degradacion de aminoacidos y la conservacion del nitrégeno corporal. En los estudios
realizados por Aleman et al. se observo que la expresion de EDAA se vio disminuida
por el efecto del ligando sintético de PPARa Wy 14643 o por el acido linoleico (Aleman
et al. 2013a). Por otra parte, Contreras et al. demostré que en ratones KO PPARa el
aumento en la expresién de EDAA puede deberse a que PPARa funge como represor

de la expresion de EDAA al atenuar la actividad transcripcional de HNF4a.

En el postprandio los ratones WT alimentados con AO tanto al 7% como al 21%
tuvieron los niveles mas altos de consumo de O, bajos niveles de RER y un mayor
porcentaje en la cantidad estimada de acidos grasos oxidados. Datos que concuerdan
con altos niveles de expresion de PPARa y 6, PGC1a, ACOX1 y CPT1a. Acorde con
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nuestros datos hay otros reportes en los que también se observa que el consumo de
acido oleico induce una alta expresion de genes que regulan la oxidacion de lipidos
(Hsu and Huang 2007; Muhlhausler and Ailhaud 2013) o de estimular el desarrollo
adipocitos beige o tipo pardo en el tejido adiposo blanco (proceso al que se le
denomina “browning”) (Zackova and Jezek 2002; Shabalina et al. 2004; Végler et al.
2008; Rodriguez et al. 2002). Después de los grupos WT alimentados con AO tanto al
7% como al 21%, los ratones WT alimentados con AC al 21% también tuvieron una alta
expresion de PPARa y 6, PGC1a, ACOX1 y CPT1a; acompafados de un alto consumo
de O, un bajo RER y un alto porcentaje en la cantidad estimada de acidos grasos
oxidados, resultados que coinciden con reportes previos (Papamandjaris et al. 1998;
Christensen et al. 1989; Shinohara et al. 2005). Después, en orden de expresion de
genes implicados en oxidacion de acidos grasos, VO, y RER encontramos a los grupos
alimentados con AC 7% > AS 21%>AS 7%.

En cuanto a los grupos KO PPARa, se observd que incluso en la ausencia de PPARa
los ratones alimentados con AO al 7% y 21% fueron los que mantuvieron niveles altos
en la expresion de CPT1a, ACOX1 y PGC1a, datos que coinciden con un alto consumo
de O, el RER y el porcentaje de oxidacion de acidos grasos observado. Después del
AO los grupos KO PPARa alimentados con 21% de AC y de AS fueron los que
presentaron mayores niveles de oxidacidon de acidos grasos. Considerando que estos
cambios se llevaron a cabo en ausencia de PPARa nos preguntamos si estos se
debian a la posible sustitucion de la funcion de PPARa por PPAR®. PPARS es
expresado en varios tejidos de manera ubicua y su expresion es detectable desde
estadios muy tempranos en la embriogénesis (Braissant et al. 1996). Se ha descrito
que PPARJ es activado por una gran variedad de ligandos como lo son los acidos
grasos de cadena larga, saturados o instaurados (Amri et al. 1995) como el acido oleico
(Yokoi et al. 2010), adicionalmente se ha evidenciado el papel de PPAR® en el
catabolismo de acidos grasos en varios tejidos (Takahashi et al. 2006; Luquet et al.
2004; Luquet et al. 2005). Entonces, es plausible que PPARS pudiera estar ocupando
el lugar de PPARa en la oxidacién de acidos grasos en los ratones KO PPARa, se

observé que esta funcion compensatoria fue dependiente también del tipo de aceite.
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Datos de otros grupos corroboran que PPAR®S suple la funcion de PPARa en musculo
(Muoio et al. 2002).

Teniendo en cuenta que, si bien los ratones WT que consumieron AS no tuvieron la
mas alta expresion de genes involucrados en la oxidacion de acidos grasos fueron los
que tuvieron los niveles mas bajos de sintesis de lipidos. Por ello, nuestros resultados
sustentan que la supresiéon de genes lipogénicos por AGP (w6) es principalmente por la
inhibicion de la expresién de SREBP1 (Tovar et al. 2011; Hyoun-ju Kim et al. 2002). Por
otra parte, los ratones WT que consumieron AC fueron los que tuvieron los niveles mas
altos de expresion de genes involucrados en la sintesis de acidos grasos SREBP1,
PPARy, SCD1, ACC y FAS. Dado que el AC esta compuesto principalmente por
acidos grasos de cadena media (AGCM), Turner et al. 2009 plantea que el AC es mas
lipogénico ya que el acetil-CoA que se produce por la oxidacion de los AGCM
(oxidacién no dependiente de CPT en la mitocondria) es sustrato para la lipogénesis de
novo en el higado (Turner et al. 2009; Geelen et al. 1995). Por otro lado, el patrén de
expresion de genes lipogénicos en los ratones WT que consumieron AO fue menor que
el de AC. Para terminar, el 21% de grasa de cualquier aceite, disminuye la expresion

de genes relacionados con la lipogénesis, un efecto ya reportado por Tovar et al. 2011.

De manera semejante al grupo WT, se observé una disminucién en la expresién de
genes lipogénicos en los ratones KO PPARa alimentados con 21% de grasa. Por otra
parte, los grupos KO PPARa que mostraron mayor expresion de genes lipogénicos
fueron los que consumieron AC y AS al 7%. Adicionalmente, en los ratones KO PPARa
observamos alteraciones en el perfil de lipidos en suero (altos niveles de triglicéridos,
LDL y HDL) caracteristicos del modelo KO PPARa (Akiyama et al. 2001).

Encontramos que los ratones WT que consumieron AC fueron particularmente
hipercolesterolémicos, con altos niveles de LDL y HDL, efectos ya reportados
previamente (Ahn et al. 1994; Cox et al. 1998; Reiser et al. 1985; Zulet et al. 1999). Si
bien se ha considerado que los altos niveles de LDL son un factor de riesgo en las
enfermedades cardiovasculares, recientemente se ha dejado de considerar que los
altos niveles de HDL tienen efectos benéficos (Keene et al. 2014) e incluso niveles muy
altos de HDL inducidos por la deficiencia del receptor Scavenger B1 se asocian con
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arterosclerosis (Zanoni 2016). Por otra parte, se observé una disminucion significativa
en los niveles de colesterol LDL en el grupo de AS al 21%, un efecto que ya se
encuentra reportado (Deol et al. 2015; Mustad et al. 1996) y que es consistente con los
ya establecidos efectos benéficos de los AGP en las enfermedades cardiovasculares
(Sanders 2013; T.L.V. et al. 1991) y la recomendacién de consumo de acido linoleico

para personas con niveles altos de colesterol (Eckel et al. 2014).

Observamos que la expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos es
modulada por el tipo y la cantidad de acidos grasos. Sin embargo, hay resultados que
difieren de reportes previos posiblemente porque en los aceites aunque un tipo de
acido graso pueda estar presente a una alta concentracion los otros tipos de acidos

grasos pueden aun tener efectos y actividad bioldgica.

Uno de los cambios mas notables en el fenotipo fue en la ganancia de peso corporal,
los grupos WT alimentados con AS al 21% tuvieron un aumento significativamente mas
alto en peso y tejido adiposo blanco (epididimal y retroperitoneal). Estudios previos
argumentan que este efecto es debido a que un alto consumo en acido linoleico (w6)
favorece la formacion de eicosanoides y endocanabinoides (derivados del acido
linoleico) que estimulan el apetito y el consumo de alimento (Anita R. Alvheim et al.
2012; Anita Rgyneberg Alvheim et al. 2014; Muhlhausler and Ailhaud 2013). Sin
embargo, en nuestro estudio no se observdé un cambio en el consumo caldrico con
respecto a los demas grupos. Después, aunque el AC esta compuesto principalmente
por AGS los ratones WT alimentados con este acido no aumentaron significativamente
de peso. Se discute que el AC contiene acidos grasos de cadena media (acido laurico,
C12:0) que pueden ser oxidados a una mayor taza. Asi, los acidos AGCM se
transportan a través del torrente sanguineo por el sistema portal hacia el higado, lo que
los hace menos susceptibles a su deposicion en tejido adiposo y a una menor taza de
ganancia de peso (Papamandjaris, Macdougall, and Jones 1998; Ippagunta et al.
2013). Por otro lado, los ratones que fueron alimentados con AO tuvieron una ganancia
de peso similar a la del grupo control (AS 7%) aun en los grupos alimentados con 21%
de grasa dietaria. Acorde a nuestros resultados hay reportes en humanos y ratas en los

que el consumo de AO promueve el mantenimiento del peso corporal e incluso una
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disminucién del mismo (Vdgler et al. 2008; Nimptsch et al. 2010). Para terminar, los
ratones KO PPARa tuvieron menor ganancia de peso corporal comparado con los
ratones WT y registraron menor cantidad de tejido adiposo retroperitoneal, aunque
tuvieron mayor tamafio del higado. De manera semejante hay reportes que indican que
el fenotipo de los ratones KO PPARa no esta propiamente asociado con un fenotipo
obeso (Akiyama et al. 2001).

En conjunto, nuestros resultados indican la importancia de PPARa como un interruptor
metabolico que modula el uso de sustratos energéticos y la influencia de los acidos
grasos como ligandos y reguladores de PPARa. Asi mismo, se apunta a un papel dual
de PPARa en la regulaciéon del metabolismo de lipidos y del catabolismo de

aminoacidos (Figura 18).
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Figura 18. Adaptaciones metabdlicas ocurridas en los ratones WT y KO PPARa.




Conclusiones

El PPARa es un factor de transcripcion que puede unirse a acidos grasos provenientes
de la dieta y modular el uso de los sustratos energéticos. En ratones WT se concluye
que el consumo de AO estimula en mayor grado la oxidacion de acidos grasos y
mantiene niveles bajos de expresion de EDAA, ademas de una proporcion
glucagon/insulina mas alta que posiblemente este estimulando procesos

gluconeogénicos.

Por otro lado, el consumo de AS reduce la expresidon de genes involucrados en
lipogénesis en higado y reprimir el catabolismo de aminoacidos; por mecanismos poco
claros el consumo de AS al 21% parece estar promoviendo ganancia de peso y
aumento del tejido adiposo aunque con una importante reduccion en los niveles de
LDL.

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

acidos grasos) con un patrén no muy claro en el catabolismo de aminoacidos.

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

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

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

de enzimas involucradas en la oxidacion de acidos grasos.

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

PPARa en la regulacién del catabolismo de acidos grasos.

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

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

Aparentemente, las altas concentraciones de glucagon en los ratones KO PPARa estan

influyendo en el catabolismo de aminoacidos, sin embargo en ratones KO PPARa
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alimentados con AO no pasa esto, ya que al elevar la concentracién de glucosa parece
inhibir el aumento en los niveles de expresién de EDAA. Contrario a lo que podria
suponerse, el fenotipo de los ratones KO PPARa parece no estar propiamente
asociado con un fenotipo obeso. Finalmente, los resultados presentados enfatizan el
papel del PPARa y los acidos grasos en la regulacion del metabolismo de lipidos vy el

catabolismo de aminoacidos en higado contribuyendo a la homeostasis metabdlica.

Perspectivas

La evidencia generada en este estudio soporta la importancia de estudiar los
mecanismos moleculares y celulares subyacentes a la actividad y funcionalidad de
PPARa en la utilizacion de los sustratos energéticos. Es por ello que, entre las
perspectivas que le suceden a este trabajo estan estudiar las repercusiones de las
dietas en otros tejidos de importancia metabdlica como el musculo, el tejido adiposo
pardo y blanco. Por ejemplo, para comprender la participacion de los otros tejidos en el
aumento del consumo de O, que se observo en los ratones alimentados con AO y que
resultdé en mejores adaptaciones metabdlicas incluso en la ausencia de PPARa.
Ademas, para continuar con el estudio del efecto de los acidos grasos y de la ausencia
de PPARa sobre el catabolismo de aminoacidos, se plantea hacer cultivos in vitro con
el acido laurico, oleico y linoleico (representativos de los aceites) para precisar la
dependencia de los resultados por el tipo de acido graso y descartar el efecto de los
otros acidos grasos presentes en los aceites. Adicionalmente, convendria inducir la
exacerbacion del catabolismo de aminoacidos (por una dieta rica en proteina y/o un
ayuno prolongado) después de los tratamientos dietarios con los aceites. De esta
manera se buscaria acentuar los efectos en la regulacion del catabolismo de acidos
grasos y aminoacidos, lo que nos permitiria identificar mas facilmente a otros factores
de transcripcion que junto con PPARa estan modulando la utilizaciéon de sustratos

energéticos.
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