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RESUMEN

La homeostasis del metabolismo de lipidos se mantiene por una interaccion entre
diferentes proteinas y factores de transcripcion responsables de la adquisicién y eliminacién de
colesterol asi como de la sintesis y oxidacion de acidos grasos. El objetivo de este trabajo fuc
elucidar ¢l mecanismo por el cual la proteina de la soya tiene un efecto hipolipermuante. Para lo
cual se estudiaron diferentes genes que participan cn el metabolismo de lipidos en 6rganos que
estan involucrados en el desarrollo de resistencia a la insulina como son el higado, el tejido
adiposo y el musculo, en el modelo de rata obesa y diabética Zucker (fa/fa). Materiales y
Métodos. Se estudiaron 80 ratas Zucker (fa/fa) de 4-5 semanas de edad, se dividieron
aleatoriamente en dos grupos alimentados con 1) caseina al 20% y 2) soya al 20% por 160 dias.
Cada tercer dia se les determiné la ganancia de peso y consumo de alimento. Cada 30 dias se
sactificaron 6 ratas de cada grupo para determinar insulina (INS), colesterol (COL),
triacilgliceroles (T'G) y glucosa en suero, proteinas totales en orina, deputacién de creatinina,
COL y TG en higado, expresion génica de SREBP-1, FAS, CYP7 y ABCA1 en higado;
SREBP-1, PPARY en tejido adiposo y SRIZBP-1 en musculo. Finalmente, se realizé un analisis
histolégico de rifion. Resultados. El aumento de peso al final del estudio fue mayor en las
tatas alimentadas con soya a pesar de que la ingesta de alimento fue similar en ambos grupos,
esto debido a que ¢l deterioro fisico fue mayor en las ratas alimentadas con caseina que con las
de soya. Los animales alimentados con soya presentaron una reduccién significativa dc las
concentraciones de COL y TG en suero por un 68.8% y un 43.78% respectivamente, asi como
una disminucién en la acumulacién de estos lipidos en higado por un 54.7% y 32.1% con
respecto a los animales alimentados con caseina. La ingestion de proteina de soya redujo la
proteinuria en un 28.16%. De manera interesante, se observo que la expresion génica de
SREBP-1 y genes lipogénicos como FAS se vieron aumentados en las ratas alimentadas con
caseina. CYP7 y ABCA1 fueron mayormente inducidos en los animales alimentados con

caseina. PPARY responsable de la adipogénesis se vio mayormente expresado en los animales
que consumieron caseina. Conclusiones. Los resultados muestran que el consumo de una
dieta con 20% de proteina de soya ejerce un efecto benéfico (hipolipemiante) en el
metabolismo de 4cidos grasos y colesterol, y que este efecto hipolipemiante es mediado por
diferentes meccanismos debido a la interacciéon de diferentes factores transcripcionales
involucrados en la sintesis de 4cidos grasos, en la captura de colesterol y cn la sintests de dcidos
biliares. El consumo de soya en ratas obesas diabéticas por un lado reprime la expresion de
SREBP-1 lo que disminuye a su vez la biosintesis de icidos gtasos mediada pot FAS, de esta
manera se disminuyen las concentraciones de TG en higado. Esto ocasiona una reduccion en
las concentraciones de COL y TG tanto en sueto como en higado disminuyendo la esteatosis
hepitica a pesar de la presencia de hiperinsulinemia en este modelo. Al disminuir la
hipercolesterolemia disminuyen las enzimas responsables de la sintesis dec dcidos biliares
(CYP7) y del transporte revetso de colesterol (ABCA1). En el tejido adiposo el consumo de
proteina de soya disminuye la exptesion de SREBP-1 reprimiendo la lipogénesis. Finalmente, el
efecto hipolipemiante de la proteina de soya se vio reflejado en una disminucion de la
glomeruloesclerdsis y depdsito de proteina en los tibulos renales, mejorando la funcién renal
como lo indica la depuracién de creatinina.
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ABSTRACT

Lipid metabolism homeostasis is kept by mteraction between proteins and transctiption factors
involved in the acquirement and climination of colesterol and by syntesis and oxidation of fatty
acids. The objective of this work was to comprehend the mechanism by which the soy protein
has a hipolipemic effect. Different genes that participate in the lipid metabolism were studied
In otrgans involved in the development of insulin resistance (livet, adipocytes and muscle) in
the model of obese and diabetic rat (fa/fa Zucker). Materials and Methods. Eighty Zucker
rats of 4 to 5 wecks of age were studied, they were randomly divided in two groups, one feed
on 20% casein diet the other on soy protein diet for 160 days. Weight gain and food
consumption was determined every third day. Seven rats of each group were sacrificed to
determinate insulin (INS), colesterol (CHL), triglicerides (T'G) and serum glucose, utine total
proteins , and creatinine clearance, CHL and TG in hepatic tissue, SREBP-1, FAS, CYP7 and
ABCA1 genic expression in liver; SREBP-1, PPARy genic expression in fatty tissue and
SREBP-1 in muscle. Finally, histologic of kidney was made. Results. The mncrease of weight
gain at the end of the study was greater in the rats feed with soy protein although the food
ingestion was similar in both groups, probably because the physical deterioration was greater in
the rats fed on casein diet compared with those fed on soy protein. The animals fed on soy
protein diet presented a significant reduction of the concentratons of CHL and TG in serum
by 68.8% and 43.78% respectively, as well as a disminution in the accumulation of liver lipids
by 54.7% and 32.1% with respect to the animals fed on casein diet. The protein ingestion of
soy reduced proteinuria in 28.16%. Interesting, although this model develops hiperinsulinemia,
it was obsetved that the genetic expression of SREBP-1 and lipogenic genes as FAS were
increased in the rats fed on casein diet. CYP7 and ABCA1 mainly were induced in the animals
fed on casein diet. PPARy was mainly exptessed in the animals that consumed casein diet.
Conclusions. The results show that the consumption of a diet with 20% of soy protein exerts
a beneficial effect in the fatty acid metabolism and colesterol, and that its hipolipemic effect is
ejetced by different mechanisms due to the interaction from different transcriptional factors
involved in the fatty acid synthesis, the colesterol capture and the biliary acid synthesis. The
consumption of soy protein by diabetic obese rats represses the expression of SREBP-1 that
diminishes the fatty acid biosynthesis by the FAS pathway; by this way the concentrations of
TG in liver are diminished. This causes a reduction in the concentrations of CHL and TG in
serum and liver diminishing the hepatic steatosis in spite of the presence of hiperinsulinemia in
this model. Diminishing hypercholesterolemia decrease the synthesis of enzymes responsible
for the biliary acid synthesis (CYP7) and the reverse transport colesterol (ABCA1). In the fatty
tissue the consumption of soy protein decrease the expression of SREBP-1 repressing the
lipogenesis. Finally, the hipolipemic effect of soy protein was reflected in a diminished
glomerulosclerosis and protein deposit in the kidney tubules, imptoving the renal function by
the creatinine clearance.
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1. INTRODUCCION

g El frijol de soya

En China la palabra para soya es ta-tou, la cual significa “cl grano mas grande”
(Messina, 1995), esto no es rato ya que por mis de 1000 afios la soya ha tenido dos papeles
importantes en la cultura asidtica: alimentario y medicinal. En contraste, en los paises
occidentales esta leguminosa ha tenido menor importancia en dichos aspectos, es decir, hasta
hace pocos afios ( en los ultimos 15 afios) se le ha reconocido como un alimento de alta
calidad. Debido a esto se han realizado numerosos estudios con el propésito de elucidar los
mecanismos por los cuales cjerce sus propiedades alimentarias y potencialmente
farmacologicas (Golbitz, 1995) (Figura 1)

Figura 1. Planta del frijol de soya
1.1.2 Contenido en nutrimentos del frijol de soya

El contenido de proteina del frfjol de soya es de aproximadamente el 40%, supcerior al
de cualquier otra leguminosa. Su alta concentracién proteica no es su Unica caracteristica
notable, también lo son su pattén de aminodcidos, su bajo contenido en grasas saturadas, su
excelente origen de fibra dietaria y su contenido en una gran variedad de micronutrientes
como: folatos, Fe, Zn, Ca; fitoquimicos (saponinas, isoflavonas, taninos); inhibidores de la
tripsina, fitato (hexafosfato de inositol), oligosaciridos y 4cido fatico, entre otros (Messina,
1999) (Tabla 1).



NUTRIMENTO CONTENIDO/ 100 GR BASE SECA

Hidratos de catbono complejos (g) 21
Hidratos de carbono simples (g) 9
Estaquiosa (mg) 3300
Rafinosa (mg) 1600
Proteina (g) 36
Acidos grasos totales (g) 19
Grasa saturada (p) 2.8
Grasa monoinsaturada (g) 4.4
Grasa poliinsaturada (g) 11.2
Relacién dcidos o-linolénico/linoléico (g) 1.3:9.9
Fibra insoluble (p) 10
Fibra soluble (g) 7
Calcio (mg) 276
Magnesio (mg) 280
Potasio (mg) 1797
Hierro (mg) 16
Zinc (mg) 4.8
Isoflavonas 530

Tabla 1. Contenido en nutrimentos del frijol de soya

1.1.3 Evaluacidn de la calidad de la proteina del frijol de soya

El ensayo convencional para evaluar la calidad de una proteina es la relacion de

eficiencia de proteina (PER, por sus siglas en inglés, protein efficiency ratio), el cual se basa en
el crecimiento de las ratas de laboratotio. Para el crecimiento adecuado de las ratas de
laboratorio los requerimientos de proteina y de determinados aminoacidos son superiores a los
de un humano (Steinke 1979).
De manera especifica, el tequerimiento de metionina es aproximadamente 50% mayot para
las ratas comparado con el requerimiento para humanos (Sarwar et al. 1985), como
consecuencia, el valor de la proteina de la soya ha sido subvaluado debido a que el aminoicido
limitante de esta proteina cs precisamente la metionina (Tabla 2).
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AMINOACIDO CASEINA SOYA
Alanina 2.7 3.8
Arginina 23 6.7
Acido Aspéttico 6.1 10.2
Cistina 0.25
Acido Glutamico 19.6 16.8
Glicina 1.6 3.7
Hisadina 2.5 2.3
Isoleucina 5 4.3
Leucina 8 7.2
Lisina 7 5.5
Metionina 2.5 1.2
Fenilalanina 4.4 4.6
Prolina 9.2 45
Serina 4.8 4.6
Trtionina 3.8 33
Triptofano 1 1.1
Tirosina 4.6 33
Valina 6 4.4
Cistemna 1.1

Tabla 2. Composicién de aminoacidos de la proteina de la soya
en comparacion con la proteina caseina (gr por 100 g de producto)

Debido a la insuficiencia del PER pata evaluar la calidad de una proteina y al iempo y costo
elevados del ensayo, la OMS y la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos (FDA, pot sus siglas en inglés) adoptaron la calificacién de aminoacidos corregida por
digestibilidad de proteina (PDCAAS, por sus siglas en inglés, protein digestibility corrected
amino acid score), la cual representa la calificacién de aminoicidos (empleando los
requerimientos de aminoacidos para un nifio de 2-5 afios) después de ser corregida por la
digestibilidad.

Las protefnas que propotcionan aminoacidos equivalentes o en exceso de requerimientos
teciben una PDCAAS de 1.0. La protcina de la soya tiene un PDCAAS de 1.0, indicando que
es capaz de cubrir los requerimientos de proteina necesarios para un adulto cuando es
consumida como unico ofigen proteico al nivel recomendado de ingesta (0.6 g/Kg de peso)
(Young, 1991). Por lo antetior, a la proteina de la soya se le consideta una proteina completa
por su digestibilidad corregida igual a 1, similar a la albimina de huevo, utilizada como
estandar de oro, (Anderson, 1999) y por lo tanto puede ser sustituida por la proteina de origen
animal en la alimentacién del ser humano.



1.1.4 La proteina de la soya y sus efectos sobre las concentraciones de colesterol plasmatico.

En los ultimos afios, se ha observado que distintos tipos de proteinas dietarias ejercen
diferentes efectos sobre las concentraciones plasmaticas de colesterol. Investigaciones
realizadas ¢n conejos han mostrado que dietas con proteina de origen animal son mas
hipercolesterolémicas que las dietas con proteina de origen vegetal. (Hamilton y Catroll 1976;
Carrol, 1979) asi mismo, (Van der Meer y Beynen, 1987) se han encontrado mayotes
concentraciones plasmaticas de colesterol en esta y otras especies cuando se les alimenté con
una dieta a base de caseina que cuando se les aliment con proteina de la soya.

Huff y Carrol (1980) reportaron que la proteina de ongen animal, caseina, aumentd las
concentraciones de colesterol en sueto de animales de experimentacién y en humanos, de
manetra contraria, el consumo de proteina de la soya disminuyé dichos niveles. Tal disminucién
se observo principalmente cuando la hipercolesterolemia era ocasionada por la dieta. (IKim,
1980; Terpstra, 1982; Forsythe, 1995). De la misma manera numerosos estudios ( Carrol, 1991,
Kritcheusky, 1993; Sirtori, 1993; Sugano y Koba, 1993) realizados en humanos y en modelos
animales demostraron que la sustitucién de la proteina animal por la proteina de la soya redujo
las concentraciones plasmaticas de colesterol total y colesterol LDL.

En estudios en humanos, Sittori y cols. (1977) reportaron que la sustitucion de proteina
animal por la proteina de la soya en la dieta de individuos hipercolesterolémicos conduce a una
marcada disminucion en las concentraciones séricas de colesterol total y colesterol LDL. De
esta manera se obsetvé que la disminucién en las concentraciones séricas o plasmaticas de
colesterol cuando la proteina animal se sustituyd por proteina de la soya fue gencralmente
mayor en individuos hipercolesterolémicos que en individuos normocolesterolémicos (Carrol,
1995).

Se conoce que el efecto hipocolesterolémico de la proteina de la soya sobre las concentraciones
séricas de colesterol en humanos y en conejos es debido principalmente a cambios en las
concentraciones de la fraccién LDL, y que la hipetcolesterolemia producida por la proteina
caseina estd asociada con desregulacién de los receptores LDL (Carrol, 1995).

Por lo antetiot, y desde una petspectiva nutricional, la proteina de la soya tiene muchas
ventajas. Mas alld de su bajo contenido en grasas saturadas, y por supuesto de colesterol, de
mayot importancia se encuentra como ya hemos visto, su efecto hipocolesterolémico ya que se
necesitan 25 gr. de proteina de soya para disminuir el colesterol en individuos
hipercolesterolémicos (Bakhi et al. , 1994). De esta manera, el consumo de dietas a base de esta
proteina vegetal representa un método no farmacolégico, seguro, viable y prictico pata
disminuir el colesterol plasmatico. :

1.1.5 Efecto bipocolesterolémico de la proteina de la soya: Mecanismos propuestos.

Aunque la mayoria de investigaciones se han enfocado a la composicion de
aminoicidos de la proteina de la soya como posibles contribuyentes de sus efectos benéficos,
miés recientemente, otros componentes entre los que destacan las isoflavonas, péptidos,
saponinas, 4cido fitico, fibta ¢ inhibidores de la tripsina también se han estudiado con este fin.
Un interés particular se ha centrado en los isoflavonoides, genisteina y daidzeina por su
similitud estructural con los estrdgenos, los cuales posecen potencial hipocolesterolémico
(Stamfer, 1985; Beynen, 1990; Anthony, 1996). Sin embargo, en estudios recientes se ha
demostrado que los isoflavonas no poseen efecto hipocolesterolémico, sino que més bien



participan en la regulacidén de genes involucrados en el metabolismo de lipidos (Tovar-Palacio,
1998; Tovar, 2002).

Por otro lado, y a pesar de la amplia evidencia que existe sobre el efecto benéfico de esta
proteina sobre las concentraciones de colesterol plasmatico en muchas especies, incluyendo
humanos, el o los mecanismos, y principalmente los mecanismos moleculares, por los cuales
ejerce dicho efecto no han sido demostrados de manera concluyente (Forsythe, 1995).

Se ha propuesto que la proteina de la soya: Aumenta la excrecion fecal de acidos biliares (Huff

y Carrol, 1980; Nagata, 1982); ejerce efectos sobre el metabolismo hepatico del colesterol,
aumentando la actividad de la enzima HMG CoA reductasa (Nagata, 1982), incrementando la
eliminaciéon de LDL y VLDL por los hepatocitos (Huff y Carroll, 1980) y células humanas
mononucleares; efectos endoctinos, aumentando las concentraciones de hormonas como la
tiroxina, indice de tiroxina libre y en algunos casos de la hormona estimulante de la tiroides (
Forsythe, 1990); y finalmente genera una disminucién de Ila relacién insulina: ghicagon
(Beynen, 1990; Ham, 1993). A pesar de lo anteriormente propuesto, se desconocen sus efectos
a nivel molecular, asi como los posibles mecanismos involucrados.

1.1.6 Soya y enfermedades cronico-degenerativas

Recientemente, se ha reportado que la alta calidad y concentracién en nutrimentos
aportados por el ftijol de soya lo convierten en un alimento 0til en el tratamiento y prevencion
de enfermedades cronico-degenerativas (Anderson, 1999; Nilausen y Meinhertz, 1999;
Goldberg, 1995), tal es el caso de enfermedad cardiovascular y aterosclerosis (Anderson, 1999;
Ascherio y Willett, 1995; Dwyer, 1995, Wilcox y Blumenthal, 1995), enfermedad
cerebrovascular (Kanazawa, 1995), osteopotosis postmenopausica (Anderson, 1999; Arjmandi,
1995), cancer (Andetson, 1999; Messina, 1994) y obesidad (Anderson, 1999).

Muchos de sus efectos benéficos se han atribuido por un lado a su contenido en isoflavonas,
compuestos antioxidantes que poseen una estructura quimica muy similar a la de los
estrégenos. Asi como a su alto contenido en fibra soluble e insoluble y a los inhibidotes de la
tripsina, los cuales benefician la funcién gastrointestinal: las primeras a través de estimulos
mecénicos, y los segundos por medio de la secrecion de colecistocinina, hotmona encargada de
la contraccién vesicular y la secrecion de sales biliares (Potter, 1995).

Asf mismo, se ha demostrado que la ingestion de la proteina del frfjol de la soya tiene un papel
importante en la prevencién y tratamiento de la enfermedad renal ( Kontessi, 1990) en
pacientes con diabetes tipo 2. La sustitucién de la proteina animal por esta proteina en estos
pacientes resulté en una disminucién en la hipetprefiltraciéon e hipertensién glomerular,
protegiéndolos contra la nefropatia diabética (Anderson, 1998). Finalmente, se conoce que la
expresién del gen del receptor de la insulina se incrementa cuando se consumen dietas a base
de proteina de la soya, lo que reduce la resistencia a la insulina.

La composicién de la dieta tiene implicaciones directas sobte las concentraciones de lipidos
plasmaticos. Gran patte del intetés en el estudio de los beneficios del frfjol de soya se debe al
efecto hipocolesterolémico ejercido principalmente por el tipo de proteina que contiene. En
estudios epidemiologicos se ha demostrado que altos niveles de colesterol representan un
factor de riesgo independiente de muerte por eventos cardiovasculates (Krtckevsky, 1995;




Grundy, 1994; Ogborn, 1994), por ello la FDA recomienda 25 gr. de proteina de la soya al dia
como parte de una dieta baja en grasas saturadas y colesterol para la prevencién de dichos
eventos (Messina, 1999).

Por lo anteriormente expuesto, en este trabajo se propone que el consumo de dietas a base de
proteina de la soya pueda ejercer efectos benéficos sobre las alteraciones que se presentan en
la diabetes tipo 2.

1.2 Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 es un padecimiento de alta incidencia en la poblacion mundial y en

México que aumenta en proporciones alarmantes. Este tipo de diabetes mnvolucra un estado
pre-diabético caractenizado por hiperinsulinemia asociada con resistencia a la insuling, que es la
incapacidad de los tejidos periféricos, incluyendo musculo, higado y tejido adiposo, para
responder a dosis fisiologicas de insulina, La diabetes clinica sobreviene cuando las células beta
del pancreas fallan para secretar insulina apropiadamente y contrarrestar la resistencia a esta
hormona (Fernandez-Mejia, 1996).
La obesidad es un factor de nesgo importante para el desarrollo de este padecimiento. Los
individuos obesos manifiestan de manera caracteristica resistencia a la Insulina e
hiperinsulinemia, (Seufert et al. 1999; The Expert Committe, 2002), sin embargo, la conexién
entre el incremento de adiposidad y resistencia a la insulina se desconoce (IKahn, 1996).

Recientes obsetvaciones realizadas en modelos animales lipoatréficos demuestran que estos
tienen una predisposiciéon similar para el desarrollo de diabetes. Asi, en ambas condiciones,
obesidad y lipodistrofia, la desregulacién del tejido adiposo parece conducir al desarrollo de
este tipo de diabetes, por lo que se requiere un numero adecuado de adipositos funcionales
para mantener la homeostasis de energia (Nadler, 2001).

1.2.1. Potencial diabetogénico de la obesidad

Durante la diferenciacién de adipositos se induce la expresién de numerosos genes,
los factores transctipcionales C/IIBP /8, C/EBPa y de PPARY, los cuales son crificos para
el mantenimiento de un adiposito maduto son los primeros en expresarse (Green, 1975). A
continuacién se incrementa la expresion de SREBP-1, un factor transctipcional importante en
el metabolismo de lipidos. Como resultado de la elevada expresion de todos estos, se origina la
expresion de varios genes metabdlicos como GLUTA4, esteaoril —CoA desaturasa (SCD1) y
proteina de unién a Acidos grasos, generando de esta manera un adiposito lipogénico funcional.
Estudios de expresién de genes en tejido adiposo de ratones normales y obesos, han mostrado
que muchos genes cuya exptesion se incrementé durante la diferenciacién de dicho tejido en
los ratones normales, disminuy6 significativamente en los adipositos de ratones obesos. Los
genes alterados fueron SREBP-1, PPARy y C /EBPu; gencs involucrados en el metabolismo de
lipidos tales como SCD1, ATP-citrato liasa y glicerol-3-fosfato deshidrogenasa asi como
ptoteinas que se sectetan y expresan durante la adipogénesis.

De manera contraria, los genes que disminuyen su expresién durante la diferenciacion de los
adipositos de ratones normales se incrementd en los adipositos de ratones obesos.




La disminucioén de genes adipogénicos en la obesidad significa que los adipositos de ratones
obesos presentan una marcada disminucion en su capacidad lipogénica, similar a la observada
en los pre-adipositos, quienes no almacenan mi sintetizan lipidos y no responden a dosis
fisiologicas de insulina como lo hacen los adipositos madutos notmales, en conttraste, los
adipositos de ratones obesos son resistentes a la insulina. Por lo que las catacteristicas
fisiologicas de los preadipositos cotrelacionan con el patrén de expresion de genes de
adipositos maduros de ratones obesos (Naddler,2001).

Aunque en la obesidad exista un gran numero de adipositos, el nmimero de estos
funcionalmente maduros, estd disminuida, por lo que estas células tienden a desarrollar
resistencia a la insulina lo que conduce a un cambio en la carga metabdlica hacia otros tejidos,
esto es, almacenamiento de tttacilgliceroles en higado y musculo. Debido a esto, se ha
propuesto que el potencial diabetogénico de la obesidad esté relacionado con la capacidad del
higado para realizar actividad lipogénica dada la disminucién en dicha capacidad por el tejido
adiposo (Figura 2) ( Naddler, 2001).
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Figura 2. Potencial diabetogénico de la obesidad. A)Condiciones normales, B) Obesidad, C)
Lipodistrofia. Tomado de Nadler and Attie.2001. Please pass the chip: Genomic insights into obesity and
diabetes. | Nutr 131: 2078-2081.
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Como podemos obsetvar, la obesidad, la resistencia 2 la insulina y la diabetes tipo 2 son
condiciones clinicas estrechamente telacionadas, sin embargo, los mecanismos moleculares que
subyacen esta estrecha asociacion no son claros, pero se sabe que pueden estar involucrados
algunos factores transcripcionales y proteinas que participan en la regulacion del metabolismo
de lipidos asi como en algunos de los procesos que desencadenan la resistencia 2 la insulina.

Es asi, que en este trabajo se estudio la regulacion de SREBP-1, PPARY, FAS, CYP7 y ABCA1
por la proteina de la soya, los cuales se sabe que estin involucrados en el metabolismo de
lipidos y en la resistencia a la insulina. Lo anterior, con el fin de comprendet la patticipacion de
dicha proteina en el mejoramiento de algunas de las alteraciones ( principalmente la



dislipidemia, resistencia a la insulina y el dafio renal) que se presentan en un modelo de
obesidad y diabetes tipo 2.

1.3 Factores transcripcionales y proteinas asociadas con obesidad, resistencia a la insulina y diabetes
po 2.

1.3.1 Receptor del proliferador activado de peroxisomas (PPARY)

En estudios a nivel molecular se ha asociado al receptor activado por proliferadores de
peroxisomas (PPAR-y) con la resistencia a la insulina. Este factor transcripcional pertenece a
la familia de los receptores esteroides nucleares y su funcionalidad biolégica depende de la
formacién de un complejo heterodimérico con el receptor de retinoides X (RXR) (Wahli, 1991;
Mukherjee, 1997;Ren, 1996). Al ser activado por sus ligandos (Figura 3) (prostaglandinas,
4cidos grasos poliinsaturados n-6 y n-3, dazolidinedionas) PPAR-y activa la transcripcion de
genes involucrados principalmente en la diferenciacién de adipositos (como son: proteina de
unién a acidos grasos, lipasa lipoprotéica, acil-CoA sintasa, transportador GLUT 4) asi como
en la expresion de gencs de enzimas lipogénicas y de homeostasis de glucosa (Forman, 1995).
Se sabc que la induccién de estos genes mejora la sensibilidad a la insulina.

El reciente descubtimiento de mutaciones mnegativas dominantes de PPAR-y en gemelos
humanos con resistencia a la insulina ha sugerido que este se encuentra involucrado en el
mantenimiento normal de la sensibilidad a la insulina (Barroso, 1999). Este factor
transctipcional se expresa principalmente en tejido adiposo aunque también se ha identificado
en higado y musculo.

Por otro lado, se conoce que los ligandos sintéticos activadores de PPARy, las
tiazolidinedionas (TZD), son un grupo de agentes sensibilizantes de insulina que ejetcen sus
efectos funcionando como activadores de este factor transcripcional (Berger, 1996;Lehmann,
1995; Harris, 1994). El tejido adiposo y el musculo parecen ser sus organos blanco. La
activacién de PPARy por TZDs en tejido adiposo aumenta la taza de diferenciacion celulat, la
cual se acompafa de un aumento en el nimero de células y aumento en la expresion del
transportador GL.UT4, proteina de union a acidos grasos y lipasa lipoprotéica; en musculo
aumenta la expresién de lipasa lipoprotéica y GLUT4 (Nolan, 1994). El resultado de estas
acciones es un mejoramiento en la sensibilidad a la insulina, aumento del metabolismo de
glucosa y disminucién en las concentraciones de triacilgliceroles.
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1.3.2 Proteinas que se unen a los elementos reguladores de esteroles (SREBP1)

La forma en como la célula reconoce el nivel de colesterol es a través de una familia de
proteinas que se unen a los elementos reguladores de esteroles (SREBP’s). Estas proteinas
regulan la expresion de varios genes involucrados en la biosintesis y captura de colesterol como
son la HMGCo A reductasa, HMGCoA sintasa, fatnesil difosfato sintasa y escualeno sintasa
(Goldnstein and Brown, 1990; Osborne, 1995; Guan et al,, 1995). Asi mismo se ha encontrado
que los SREBP’s modulan la transcripcidn de genes que codifican para enzimas que patticipan
en la sintesis de acidos grasos como son la acetil Co A carboxilasa, sintasa de acidos grasos
(FAS), esteroil CoA desaturasa-1 y lipasa lipoprotéica (Tontonoz et al, 1993; Kim and
Spiegelman,1996; Shimano et al., 1996). De esta manera los SREBP’s coordinan la sintesis de:
Colesterol y acidos grasos.




Se han identificado tres familias ( SREBP-la, SREBP-1¢ y SREBP-2), que tienen una
estructura similar y estin formadas de tres dominios 1) un dominio NH,-terminal, de
aproximadamente 480 aminoacidos que permiten que las SREBP’s funcionen como factor
transcripcional; 2) una regiéon media con dos segmentos hidrofobicos transmembrana de 22
aminoacidos cada uno, separados por una asa de 31 aminoacidos y 3) un dominio regulador
COOH-terminal de una longitud aproximada de 590 aminoacidos (Figura 4). Las SREBPs
tienen un peso molecular de 125 kDa y estan localizadas en el reticulo endoplasmico con los
extremos NH, y COOH terminales orientados hacia el citoplasma con un pequefio fragmento
intermedio orientado hacia el lumen de este organelo (Hua, 1995).

Esta forma precursora permanece unida al reticulo endoplismico (RE) y a la envoltura nuclear
en presencia de concentraciones adecuadas de esteroles (Brown y Goldstein, 1997). Cuando las
concentraciones de esteroles disminuyen dicha proteina precutsora es transportada al aparato
de Golgi y sufre un corte secuencial por dos proteasas (S1P y 52P) para liberar el dominio
NH,-terminal. Esta forma madura entra al nucleo y activa la transcripcion de genes
involucrados en la sintesis de colesterol y dcidos grasos al unirse a elementos reguladores de
esteroles (5- TCACCCCCCAC-3") y a las secuencias palindréomicas E-boxes (5°- CANNTG-
37) (Amemiya-Kudo, 2000).
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El procesamiento proteolitico de las SREBP’s esta regulado negativamente por esteroles, los
cuales por lo tanto reprimen su propia sintesis. La regulacion por esteroles esta mediada por la
proteina de activacién de corte de SREBP (SCAP), una proteina de membrana que forma un
complejo con SREBP en el RE. Esta proteina es un sensor de esteroles, cuando estos sc
acumulan en las células SCAP no transporta SREBPs y el procesamiento proteolitico no se
lleva a cabo (Nhturfft, 2000). En el higado se expresan las tres familias descritas asi como
también se expresan SCAP y las proteasas S1P y S2P.

Interesantemente, la relacion de SREBP-1c:SREBP-1a tanto en ratones como en humanos
varia de acuerdo con el organo de que se trate. Por ejemplo, en higado existe una proporcién
de 9:1 del transcrito 1c con respecto al 1a; valores similares han sido detectados en glindula
adrenal y tejido adiposo; por el contrario el bazo tiene una relacion lc:ila de 1:10 (
Shimomura,1997). La abundancia del tercer miembro de esta fammlia , la SREBP-2 | es mas
uniforme.

Se ha establecido (Azzout-Matniche, 2000) que la insulina estimula la transcripcion del gen de
SREBP-1c¢ en higado (Kim, 1998) y en tejido adiposo (Foretz, 1999), sin embargo, la ruta de
seflalizacion de la insulina que conduce a un incremento en la transcripcidén de este gen se
desconoce. En condiciones normales el higado no produce las formas maduras de los
SREBP’s, en su lugar produce las formas precursoras que deben ser procesadas
proteoliticamente para activar la transcripcién. Este proceso es activado por la insulina, la cual
aumenta los niveles del RNAm y de la proteina SREBP-1c en este 6rgano (Foretz, 1999).

El aumento en la transcripcién del gen de SREBP-1c podra légicamente resultar en un
aumento en la cantidad de la forma precursora de SREBP-1c en membranas del RE hepatico.
De manera andloga a la regulacién de la actividad transcripcional de SREBP-2, la cual
involucra un proceso proteolitico dependiente de colesterol (Goldstein y Brown, 1999), la
insulina podria también aumentar la protedlisis de la forma precursora de SREBP-1c y de esta
manera su concentracién nuclear, En algunos estudios se ha encontrado que SREBP-1c
nuclear se encuentra aumentado en higado de ratones que han sido alimentados con una dieta
alta en hidratos de catbono o en higado de ratas diabéticas que han sido  tratadas con insulina
(Horton, 1998).

Cualquiera que sea el mecanismo involucrado en el proceso proteolitico, se desconoce si una
cantidad incrementada de la forma nucleat de SREBP-1c es el tinico mecanismo por el cual la
insulina aumenta la transcripcién de los genes blanco de este importante factor transcripcional.
Finalmente, estudios en ratones transgénicos han demostrado que la SREBP-1 tiene un papel
mas activo regulando la trancripcién de genes involucrados en la sintesis de icidos grasos que
en la sintesis de colesterol.

1.3.3 Sintasa de dcidos grasos (FAS)

La FAS es una enzima importante en la lipogénesis, pues cataliza reacciones de
condensacién, deshidratacién y reduccién que daran lugar a la formacion de un icido graso.
Se conoce que esta enzima esta bajo regulacién transcipcional de SREBP-1c (T ontonoz,1993;
Shimano,1996), ademas, recientemente se ha desctito que SREBP-1c es un gen blanco para el
heterodimero receptor hepitico X-receptor de retinoides X (LXR-RXR).
El receptor hepitico X (LXR) es miembro de factores transcripcionales de la familia de
receptores nucleares huérfanos el cual para unirse al DNA forma un heterodimero con el
receptor de retinoides X, como se ha demostrado en estudios con ratones que carecen de LXR
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, los niveles de expresion basal del RNAm de SREBP-lc en higado disminuyeron
significativamente, de manera paralela a la reduccién en la expresién de RNAm de enzimas
lipogénicas reguladas por SREBP-1c, dentro de las que se encuentra principalmente la FAS,

Ademas, en ratones alimentados con dietas altas en colesterol y retinoides (agonistas de LXR)
se observé un incremento en RNAm de SREBP-1c y de su protein en ratones tipo silvestre ,
peto no en ratones LXRo/LXR-/- (Hotton y Shimomura 1999; Shimano et al.1999). En estos
estudios se muestra a SREBP-lc como gen blanco para LXR y sugieren una nueva
convergencia de mecanismos homeostaticos en el metabolismo del colesterol y acidos grasos.

1.3.4  7-ct bidroxilasa de colestero! (CYP7)

Los acidos biliares juegan dos papeles opuestos en el mantenimiento de la homeostasis
del colesterol: por un lado son el producto final del catabolismo del colesterol, y su biosintesis
y excrecion sirven para dismunuir los niveles de colesterol en el higado. En segundo lugar, su
presencia en el intestino facilita la solubilizacién de las grasas dietarias y colesterol y la
subsiguiente captura de estos importantes nutrimentos y es de esta manera que, los dcidos
biliares mcrementan los niveles de colesterol en todo el organismo.

Estas observaciones sugieren que la produccion de 4cidos biliares en el higado debe ser
cuidadosamente regulada a fin de mantener un balance de estas dos funciones antagonicas
(Carey, 1982).

La sintesis de acidos biliares es llevada a cabo por aproximadamente 10 enzimas. En el
humano y en la rata los productos principales formados son los acidos biliares primarios, acido
célico y el dcido quenodeoxicdlico. La reaccién paso limitante en esta ruta es la introduccion
de un hidroxilo en la posicién 7o del colesterol, esta reaccién es catalizada por la enzima 7-o

hidroxilasa de colesterol (CYP7) Myant, 1977). Una vez formado el 7-o¢ hidroxil-colesterol
este es rapidamente convertido a 4acidos biliares primarios.

Se conoce que la circulacién enterohepatica de acidos biliares inhibe la tasa de sintesis y
actividad de CYP7 (Myant, 1977). Asi, en animales mantenidos con una dieta que contiene
acidos biliares el nivel de CYP7 es reducido, de manera contraria, animales que han sido
expuestos a colestitamina, una resina que se une a acidos biliares y aumenta la excrecion de
estos, incrementan los niveles hepaticos de esta enzima y por lo tanto la produccién de icidos
biliares. Bajo condiciones normales, CYP7 se expresa tnicamente en el higado (Jelinek, 1990).
La regulacién de CYP7 es compleja y se da a nivel transcripcional.

Se conoce que CYP7 es un gen blanco del receptor hepatico X (LXR). El patr6n de expresion
de LXR (y sus ligandos) ha sugerido un papel importante de este factor ttnasctipcional en el
metabolismo del colesterol. Estudios trealizados en ratones sometidos a dietas altas en
colesterol o a agonistas sintéticos de LXR mostraron incremento en la expresién de CYP7AL,
dando como resultado incremento en la produccién y eliminacion fecal de acidos biliares
dertvados del colesterol (Repa et al. 2000).

1.3.5 Cassette de union a ATP A1 ( ABCAT)

El gen ABCA1 es un miembro de la supetfamilia de transportadores de cassette de
union a ATP A (ABCA1) y codifica pata una proteina de membrana la cual transporta una
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amplia variedad de moléculas incluyendo proteinas, lipidos, iones y azicares. ABCA participa
en la eliminacion de colesterol y fosfolipidos celulares, paso inicial en el transporte reverso de
colesterol. El transporte reverso de colesterol es un proceso por el cual el colesterol de los
tejidos periféricos es redistribuido a sitios de excrecién y metabolismo del mismo, tales como
higado y tejidos endocrinos. Se sabe que este proceso es mediado por las lipoproteinas de alta
densidad (HDL). El paso inicial durante el transporte revetso de colesterol es la liberacion de
colesterol libte y fosfolipidos de la membrana plasmdtica a particulas aceptoras (Apo-Al), en
este paso participa ABCAT1 la cual actia como una “flipasa” del colesterol y fosfolipidos de la
membrana plasmatica (Figura 6). Lista proteina se expresa en higado, intestino delgado,
placenta y cerebro. (Costet et al. 2000). ABCA1 es un gen blanco de LXR.

HDL

-------

. Célula periférica
e
Al

Figura 5. Mecanismo de accion del trasportador
ABCALl
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2. ANTECEDENTES DEL GRUPO DE TRABAJO

A través de estudios en el laboratorio de Nutriologia Molecular se ha demostrado que
ratas alimentadas con una dieta que contiene 20% de proteina de soya crecen a una misma
velocidad que las ratas que son alimentadas con caseina al 20%, ademas de que presentaron
una disminucidn de aproximadamente el 25% en las concentraciones de colesterol y
triacilgliceroles en sueto.

Posteriormente en un modelo de sindrome nefrético experimental cronico (SN) 1nducido a
ratas con amininucledsido de puromicina que se caracteriza por el desarrollo de
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipoalbuminemia y proteinuria, el consumo de una
dieta a base de proteina de soya al 20% mejord la depuraciéon de creatinina en un 24%, redujo
la proteinuria en un 53%, las lipoproteinas de muy baja densidad (VLLDL) y las lipoproteina de
baja densidad (LDL) en comparacién con las ratas con SN alimentadas con 20% de caseina, las
cuales presentaron concentraciones de VLDL 3.4 veces mas elevadas y 2.9 veces mas elevadas
que las alimentadas con proteina de la soya (Tovar, 2002).

Por otra parte, la ingestion de proteina de soya por las ratas normales reduce la expresion
génica de SREBP, la enzima milica, la FAS y las concentraciones de colesterol en higado lo
que induce a la hidroximetilglutaril Co A reductasa (HMGCoAz) y al receptor de LDL.
Finalmente en este laboratorio, se ha encontrado que el consumo de proteina de soya evita que
se eleven las concentraciones de insulina lo que tendria un gran potencial en retrasar el
desarrollo de resistencia a la insulina en pacientes obesos con tendencia a desarrollar diabetes
tipo 2.
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prevalencia de la diabetes sigue ascendiendo en todo el mundo. En 1985 se estiméd
que existian 30 millones de personas con diabetes y para 1995 esta cifra ascendié a 135
millones y para el afio 2025 se calcula serd de 300 millones aproximadamente. En México,
segun informaciéon de la Iincuesta Nacional de Enfermedades Cronicas (ENEC 1993), se
estim6 una prevalencia de diabetes de 8.2% en la poblacién mexicana de 20 a 69 afios y para el
ano 2000 la Encuesta Nacional de Salud (ENSA, 2000) estimé una ptrevalencia en 10.9%. Se
espera que para el ano 2025 existan 7 millones de afectados y que nuestro pafs ocupe el
séptimo lugar mundial.
Estas cifras convierten a esta enfermedad en uno de los principales problemas de salud en
Meéxico, en la principal causa de incapacidad prematura y la principal causa de tuette en los
mexicanos mayores de 40 afios. Ademas, la diabetes tipo 2 es la causa mas importante de
amputaciéon de miembros inferiores, de origen no traumatico, asi como de otras
complicaciones como retinopatia e insuficiencia renal y un factor de riesgo impottante para el
desarrollo de ateroesclerosis. La obesidad en un factor de riesgo importante para su desatrollo,
en nuestro pais, de acuerdo a las estadisticas existe una epidemia de obesidad (30.6% de
mujeres con sobrepeso y 21.2% con obesidad).
I.a diabetes tipo 2 se caracteriza fisiopatoldgicamente por un estado prediabético caracterizado
por hiperinsulinemia asoctada a resistencia a la msulina, La diabetes clinica se presenta cuando
las células beta del pancreas fallan para secretar insulina apropiadamente para contrarrestar la
resistencia a esta hormona (Fernandez-Mejia,1996).
La hiperlipidemia asociada a este padecimiento (hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia)
produce dafio renal, promoviendo dafio mesangial, esclerosis glomerular y un incremento en la
permeabilidad de la membrana basal glomerular. Dichas anormalidades lipidicas aceleran los
procesos aterogenicos.
Con frecuencia el diagndstico de la diabetes tipo 2 se realiza de manera tardia esto, aunado a la
baja adherencia al tratamiento por tratarse de un padecimiento incurable, los pacientes
permanecen en descontrol metabdlico crénico durante afios. Lo anterior conduce al desarrollo
de dafio tenal, complicacién que afecta al 30-50% de los pacientes diabéticos. La progresion de
la enfermedad renal se acelera por la ingestion de dietas altas en proteina animal.
Se conoce que pacientes y animales de experimentacion nefrdticos con restriccién de proteina
dietatia mejotran la proteinutia, ademas que dietas bajas en proteinas mejoran no Gnicamente la
proteinuria sino que también la hipercolesterolemia (Ascencio, 1997). Sin embargo a pesar de
sus efectos benéficos, dietas bajas en proteinas retardan el crecimiento en individuos jovenes y
teducen las proteinas tisulares en adultos (Harper, 1984; Torres, 1998; Tovar, 1998). Se ha
ptopuesto que el consumo de dietas que contienen proteina vegetal puede retardar el dafo
renal disminuyendo la tasa de filtracién glomerular y excrecién de albimina urinana
(Kontessis, 1990).
La proteina de la soya es una proteina vegetal que mantiene el crecimiento adecuado en ratas y
en nifios, tiene un perfil de aminodcidos que cubre los requerimientos para cada aminoacido en
humanos y en ratas. Por lo que se le considera una proteina completa con una digestibiidad
corregida de 1. Ademas, la proteina de la soya tiene también un coeficiente arginina/lisina alto
cl cual se ha asociado con una menor secrecién de insulina comparada con la proteina de
otigen animal. El extracto de proteina de soya también actia como un estrogeno débil a través
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de su contenido en isoflavonas, inhibiendo la tirosina cinasa. A través de estudios
epidemiolégicos, se sabe que el consumo de 25¢ de proteina de soya diariamente tiene un
efecto hipocolesterolémico (Bakhit, 1994).

Por lo anterior, proponemos que el consumo de una dieta a base de proteina de soya al 20%
que cubre los tequerimientos de proteina en la rata, mejora la hipetlipidemia y disminuye el
dafio renal en un modelo de ratas obesas y genéticamente predispuestas a desarrollar diabetes
tipo 2. De esta misma manera examinamos el efecto de esta dieta sobre la exptesion de genes
que regulan el metabolismo de lipidos para elucidar el posible mecanismo por el cual
disminuye las concentraciones plasmaticas y en tejido hepatico de colesterol total y
triacilgliceroles.
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4. HIPOTESIS

La proteina de soya disminuye las concentraciones séricas de colesterol y triacilgliceroles tanto
en suero como en higado a través de la regulacion de los factores transcripcionales SREBP-1,
PPAR-y asi como de las proteinas FAS, CYP7 y ABCA1 involucrados en el metabolismo de
lipidos en ratas obesas diabéticas Zucker (fa/fa)
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la proteina de la soya sobre la expresion génica de SREBP-1, PPAR-y
y de las proteinas FAS, ABCA1y CYP7 en ratas obesas diabéticas Zucker (fa/fa)

5.1 OBJETIVOS LESPECIFICOS

1.

(PN

Determinar la ingesta de una dieta a base de proteina de soya al 20% y compararla

con la ingesta de una dieta a base de caseina al 20 % en las ratas Zucker obesas

Determinar la ganancia de peso de ratas Zucker alimentadas con soya al 20% y

compararla con las alimentadas con caseina al 20%.

Decterminar las concentraciones de glucosa en suero de ratas Zucker obesas

Determinar las concentraciones de insulina en suero de ratas Zucker obesas

alimentadas con soya o caseina al 20% .

Cuantificar las concentraciones de colesterol y triacilgliceroles en suero e higado de

ratas Zucker alimentadas con soya o caseina al 20%.

Conocer la posible regulacion de la proteina de la soya sobre la expresion génica de

factores transcripcionales y proteinas involucrados en el metabolismo de lipidos en

tejidos de ratas Zucker obesas a través de la:

a) Cuantificacion de los RNAm de SREBP-1 , sintasa de acidos grasos (FAS)
CYP7y ABCA1 en higado

b) Cuantificacion de la expresion de los RNAm de PPAR-y, SREBP-1 en tejido
adiposo

¢) Cuantificacion de la expresién del RNAm de SREBP-1 en misculo

Comparar el efecto de la proteina de la soya contra el efecto de la proteina caseina

sobre la funcién renal a través de la determinacion de:

a) Depuracion de creatinina

b) Protcinuria

Comparar el efecto de la proteina de la soya contra el efecto de la caseina sobre la

motfologia del tejido renal
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6. METODOLOGIA

6.1 Diagrama de Blogues

80 ratas Zucker (fa/fa) macho
4-5 semanas de edad

40 ratas alimentadas 40 ratas alimentadas
con caseina al 20% con soya al 20%

160 dias de tratamiento

: §

DECAPITACION
Dias: 0,30,60,90,120 y 160
(ayuno de 12 horas)

Obtencién de suero Obtencion de orina de 24 hrs.
Obtencién de teiidos

Congelarlo a - 70° Congelarla a - 70°

Coneelarlosla -70°C

Determinaciones séricas de
glucosa,colesterol,triacilglicerol H{ga.(_io Higado
es, creatinina e insulina y tejido —
adiposo Determinacién de
proteinas totales y
Contenido de creatinina
. colesterol y
Rifién triacilglicerol
. Northern blot: PPAR-y, FAS,
Estudios SREBP-1,CYP7 y ABCA!
morfohistologicos
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6.2 Material y Métodos
6.2.1. Animales

Para el desarrollo del trabajo se utilizaron 40 ratas macho obesas diabéticas Zucker
(ZDF) (fa/fa) de 4-5 semanas de edad obtenidas de la compafiia Harland. Los animales se
mantuvieron en el Bitoterio del Instituto Nacional de Ciencias médicas y Nuttricion “Salvador
Zubiran en las siguientes condiciones: en jaulas metabolicas individuales pata medir la ingesta
de alimento (dimariamente), la ganancia de peso (cada tres dias) y recoleccién de orina de 24
horas (cada 30 dias ), con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas a temperatura y humedad
controladas por un periodo de 160 dias.

6.2.2.1 La rata Zucker diabética obesa (ZDF) (fa/fa) como modelo de estudio para la diabetes
tipo2.

Las ratas diabéticas obesas Zucket fz/fa son un modelo para el estudio de diabetes tipo
2, fisiopatologicamente se caracterizan por desarrollar hiperfagia, obesidad, hiperlipidemia,
resistencia a la insulina, hiperinsulinemia y dafio en la tolerancia a la glucosa (Gassler et al.
2001). Dos mutaciones (autosémicas recesivas) en el gen fz que codifica para el receptor de la
leptina producen obesidad en esta rata. A la ZDF macho se le considera un buen modelo para
el estudio de la Diabetes tipo 2 y ha sido ampliamente utilizada desde la década de los 80°s para
el estudio de los mecanismos involucrados en el desarrollo de este padecimiento.
Este modelo también se ha usado para probar muchas de las drogas que han sido y son usadas
para el tratamiento de la diabetes tipo 2 asi como para el estudio de sus complicaciones a largo
plazo. La rata ZDF macho desarrolla diabetes rapidamente entre la 6 y 10 semanas de vida
(Tabla 3) a diferencia de la hembra quien tipicamente no la desarrolla con las dietas chow
cometcialmente disponibles, sin embargo, cuando se le alimenta con una dieta alta en grasa de
origen animal desarrolla diabetes en pocas semanas.

Edad de la rata ZDF Estado de desarrollo del ) :
Referencias en la literatura
(sermanas) modelo ZDF
4-5 Pre-obesas Unger,1999
oy Unger,1999,
8-9 Obesa y Pre-diabética Shimabukuro, 1998
o Unger,1999,
12-14 Obesa y diabética Shimabukuro, 1998

Tabla 3. Estadios de desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2 en la rata ZDF macho
a partir del destete.
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6.2.2.2 Caracteristicas fenotipicas de la rata ZDF macho

Las caracteristicas fenotipicas generales de la rata ZDF macho son:

Hiperglicemia, la desarrollan entre la 7 y 1a 10 semana de edad.

Hiperinsulinemia temprana, la cual desciende rapidamente paralela al fallo de las células
B.

3. Hiperglicemia en ayuno, la cual aparece en las primeras 10 a 12 semanas y progresa con
la edad.

Intolerancia a la glucosa, la cual empeora de manera progresiva con la edad.
Hiperlipidemia

Hipertension media

Enfermedad renal

b =

Nou e

6.2.2.3 Genética

El receptor del la leptina (Lepr o Ob-R) es el receptor de membrana para la leptina, dos
mutaciones en este receptor producen obesidad en la rata. La primera de las mutaciones se le
definié como fz a la cual también se le ha llamado Lep/* o O4-R* y resulta de un acortamiento
en la proteina del receptor de la leptina, el cual no interacciona adecuadamente con la leptina
(Chua et al,, 1996; White el al, 1997). La otra mutacién del receptor de la leptina ha sido
conocida como ¢, £, o fa” , esta es una mutacion sin sentido en la tyr763 antes del dominio
transmembrana (Takaya et al, 1996; Wu-Peng et al., 1997), el resultado es la ausencia del
receptor para la leptina. Ambas mutaciones en el receptor son expresadas fenotipicamemte
como obesidad y con altos niveles de leptina normales circulantes en la sangre. Las ratas ZDF
lleva la mutacion Lepr” 0 Ob-R* la cual es llamada unicamente fa.

6.2.2.4 Anormalidades pancredticas

Muchas de las caracteristicas de la diabetes tipo 2 encontradas en la rata ZDF son similares
a las caracteristicas de este padecimiento encontradas en humanos. Se ha encontrado
anormalidades significativas en la estructura y funcién del pancreas. La mayoria de los estudios
se han enfocado al pincreas y sus tespuestas funcionales, antes y después de que la diabetes se
ha iniciado. L.os cambios obsetvados han sido en los transportadores de glucosa (Unger, 1991),
en la liberacién de insulina, metabolismo de lipidos en los islotes (Unger,1995), apoptosis de las

células B , y otros mecanismos relacionados con la liberacién de insulina.

6.2.2.5 Transporte de glucosa

Una de la hipotesis tempranas con respecto al desartollo de diabetes en la rata ZDF fue
relacionada con la baja expresion del transportador GLUT-2. La demostracion de que el
macho ZDF tenia poco transportador GLUT-2 en las células B sugirié que la Km de este
estaba alterada y de csta manera la secrecion de insulina estimulada por glucosa era defectuosa
y no podia corregir la hiperglicemia (Johnson et al,, 1990; Orct et al,, 1990). En resumen,
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cuando una reduccion en la actividad del transportador GLUT-2 ocutre, las ratas ZDF
desarrollan diabetes (Unger,1991a; Unger 1991b).

6.2.2.6 Secrecidn de insulina

Los estudios realizados sobre el transportador GLUT-2 involucrado en la libetacién de
insulina, y relacionando el nivel de GLUT-2 con los cambios en la liberacion de insulina
demostraron que existe una buena correlacion entre la pérdida de transportador y la
disminucién en la liberacién de insulina estimulada por glucosa (Milburn et al,, 1993; Ohneda
et al,, 1993, Ohneda., 1993b).

6.2.2 Diserio del estudio
6.2.2.1 Tratamientos

Las ratas Zucker obesas (fa/fa) fueron divididas aleatoriamente en 2 grupos:

< GRUPO CASEINA 20% (fa/fa): (grupo control)

< GRUPO SOYA 20% (fa/fa): (grupo experimental)

Durante el estudio las ratas se alimentaron ad lbitum .Se les sactificd en divetrsos intetvalos
de tiempo a lo largo del experimento: los dias 0, 30, 60 90, 120 y 160 (ratas Zucker (fa/fa)
durante los cuales se obtuvieron muestras de suero para la determinaciéon de glucosa,
colesterol, triacilgliceroles, insulina, glucagon y creatinina; orina de 24 horas para Ia
determinacion de proteinas totales, creatinina, nitratos y nitritos; tejidos para la cuantificacion
de la expresiéon del RNAm de PPAR-y (adiposo), SREBP-1 (higado, adiposo y musculo)
CYP7A1 y ABCA1 (higado), determinacién del contenido de colesterol y triacilgliceroles
(higado) asi como como para realizacion de estudios morfohistologicos (rifion) y de deposito
de lipidos (higado).

6.2.2.2 Tipo de estudio

El estudio fue experimental y longitudinal. El seguimiento de las ratas se realizo durante un
periodo de 160 dias.

6.2.2.3 Consideraciones éticas

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Animales del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran™.

6.2.3. Digtas

Las dietas a base de caseina o soya al 20% se prepararon de acuerdo a las proporciones de
ingredientes sefialadas en la tabla 4. Como fueate de proteina se utilizaron: caseina libre de
vitaminas (Harlan-Teklad) y proteina aislada de soya Supro 710 (Protein Technologies
International); almidén y dextrosa como fuente de hidratos de carbono; aceite de maiz
(comercial) como fuente de lipidos; cloruro de colina. Para su preparacion, los ingredientes se
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homogenizaron en una mezcladora durante 20 minutos a velocidad 2 y se almacenaron a 4° C.

Se les propotrciond a los animales en polvo seco en contenedores (comederos) de acero
mnoxidable.

Tabla 4. Contenido en nutrimentos de las dietas a base de caseina o

soya al 20%
Ingtediente Proteina de soya Caseina
gr/Kg de dieta

Proteina de soya ' 200.0 0.0

Caseina * 0.0 200.0

Almidén’ 345.0 345.0
Dextrosa 345.0 345.0
Colina 1.65 1.65
Accite de maiz 50 50
Mezcla de minerales’ 50 50
Mezcla de vitaminas® 10 10

1 Protein technologies,S.A. de C.V., México.
2 Tekland Test diets, Madison, WI.
3 Rogers-Harper, Teklad Test diets.
4 Mezcla de vitaminas, Teklad 40060 (mg/kg de dieta): 110 4cido p-amino-
benzoico, 991 4cido ascdrbico; 0.4 biotina; 30 vitamina B-12; 66 pantote-
nato de calcio; 3497 citrato de colina; 2 acido félico; 110 inositol; 99niacina
22 piridoxina HCI; 22 rivoflavina; tiamina HCl 22; 40 palmitato de retinol;
4 colecalciferol; 242 acetato de a-tocoferol
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6.2.4 Determinacion del peso corporal

Desde el inicio del estudio (dia 0) y hasta el final del mismo, las ratas se pesaron por las
mafianas tres veces por semana en una bascula Sartorius (mod. BP-1200). Se tomo la lectura y
se registrd el peso en gr/dia.

6.2.5 Determinacion del consumo de alimento

Durante el todo el estudio se pesaron los comederos por las mafianas todos los dias en
una bdscula Sartotius (mod. BP-1200). El consumo de alimento se tegistté en gt/24 hotas,
apartir de la diferencia del registro del peso del comedero del dia anterior.

6.2.6. Qbtencion de teyidos

Las ratas se mantuvieron en ayuno de 12 horas previas a la decapitacidén. Se tomaron
500 mg de cada uno de los tejidos en el siguiente orden: higado, adiposo y musculo. Se
enjuagaron con solucion salina (0.9%) fria, inmediatamente se colocaron en nitrégeno liquido

y se almacenaron a —70° C hasta el momento de la extraccién de RNA total.
6.2.7. Obtencidn y procesamiento de muestras de sangre y orina

Las muestras de sangre se obtuvieron inmediatamente después de la decapitacion y se
tecolectaron en tubos con gel (sin anticoagulante). Las muestras de orina se recolectaron en
tubos falcon de 50 ml 24 hotas antes del sacrificio; se transfirieron a tubos de vidrio de 13x100.
Ambos muestras se centrifugaron a 4000 rpm 15 minutos. Se separé el plasma y se almacend

en tubos eppendotf de 1.5 mla —70° C hasta la realizacion de las determinaciones.
6.2.8. Determinacidn de pardmetros boguimicos

Se realizaron las determinaciones séticas de glucosa, colesterol, triacilgliceroles pot
método enzimatico con el analizadot automatizado Technicon ames RA-50 Chemestry Analyzer y el
kit SERA-PAK de BAYER. No catdlogo 6676/6634/6635, 6670/6671, G6684/6687

respectivamente.
6.2.9. Extraccidn de lipidos de refido hepatico

La extraccién de lipidos en tejido hepitico se realizé por el método de Folch que
consiste en homogenizar el tejido en una mezcla de cloroformo-metanol 2:1(v/v) y filtracién
del homogenado. Posteriormente, el filtrado, el cual contiene los lipidos del tejido acompadado
de sustancias no lipidicas fue separado de estas sustancias al ponerse en contacto con agua (5
veces su volumen) ( Folch et al., 1957).
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6.2.10. Determinacion de proteinas tolales

La determinacion de proteinas totales en orina y suero se realizd
espectrofotométricamente por el método de J.owry modificado (Lowry et al, 1952). Esta
técnica utiliza como patrén albumina sérica de bovino en concentraciones que van de 25 a 250
pg/ml La téenica consta de dos fases: en la primera se forma un complejo de reaccién
proteina-cobre en solucidén alcalina y en la segunda el complejo se reduce con un reactivo
fosfomolibdico-fosfotingstico (reactivo de Folin y Ciocalteu), produciendo un color azul cuya
mntensidad es directamente proporcional a la concentracion de proteinas presentes en la
muestra. Las unidades en que se tepottaron los valotes fueron mg/vol (orina) y g/dl (suero).

6.2.11 Creatinina y Depuracion de creatinina (CrCl)

La creatinina excretada en orina proviene del catabolismo de fosfatos de creatina que
estan principalmente en musculo, por lo que es un parametro que nos puede dar una buena
aproximacioén del indice de masa corporal. Tanto la creatinina sérica como la urinaria se
determinaron por un método colorimétrico con ayuda de un analizador 2 (Beckman, USA).
Se utiliza el reactivo de Jaffé, el cual se basa en el aumento de la absorcién por la formacién de
pictato de creatinina. Los resultados fueron reportados en mg/dl.

La depuracién de creatinina es un parametro que nos proporciona informacién sobre el estado
del funcionamiento renal. Se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacién:

CrCl = Creatinina utinania (mg/dl) x Volumen urinario (ml/24 horas)
Creatinina sérica (mg/dl)

6.2.12 Determinacion de Insulina

Las determinaciones hormonales (Insulina) en suero se realizaron por medio de

radioinmunoensayo, Rat Insulin RLA Kit, de LINCO No de catdlogos RI-13K.

6.2.13 Extraccion de RINA rotal

El RNA total se aisl6 por una extraccién de tiocianato de guanidina y por un gradiente
de cloruro de cesio (Chirwin, et al. 1979; Glisin et al, 1974). Todas las soluciones y el material
utilizados para la extraccién del RNA estaban libres de RNAsas (tratamiento con dietil-
pirocarbonato 0.1 %, DEPC, y esterilizacion a 180 C /4 hotas respectivamente).

Se realizd extraccidn de RNA total homogenizando entre 0.5-1 gr de cada uno de los
tejidos obtenidos de cada uno de los dias de sacrificio del experimento (polytron PT-2000

velocidad 3) en solucién desnaturalizante (tiocianato de guanidina 4 M y -mecaptoetanol).
Una vez homogenizado completamente se agregaron 400 ul de sarcosil al 10% y se mezclé por

inversién. Se centrifugd (J2-MC, rotor JA-20) 15mint/18° C. El sobrenadante se transfirio a
tubos de ultracentrifuga (Beckman 331374) y se formé un gradiente con 4 ml de solucion de
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CsCl 5.7 M y se utracenttifugé por 18 hrs/18C/29000 tpm en una ultracentrifuga (XL-90 rotor
SW 40 T1i) . Se obtuvo un precipitado el cual se resuspendié en 600 pl de agua DEPC. Se

precipit6 el RNA durante 24 horas en etanol al 100% a —70° C. Transcutrido este tempo se
eliminé el etanol al 100% centrifugando 30 mint. 14000 rpm en una microcentrifuga y se lavd
con etanol al 70 %. El precipitado se resuspendié en formamida.

6.2.13.1 Cuantificacion del RNA total

Se cuantifico la concentraciéon de RNA extraido con un espectrofotémetro (Beckeman

DU mod. 640) a 260/280 nm. Se tomaton 4 pul de RNA y 996 ul de buffer TE pH 7.5 en un
tubo eppendotf, se mezclaron en vortex y se cuantific a 260 nm en celdas de cuarzo.
Para calcular la concentraciéon del RNA :

1D.O. 40 pg de RNA

D.O. muestra X pg de RNA

(X ng de RNA) (Factor de dilucion (1:250) = X" pg de RNA /ml)
D.O. = densidad dptica

6.2.13.2 Electroforésis de RINA

Del RNA extraido (15 pg) se cargd en geles de agarosa al 1% (1 gr de agarosa,72 ml de

agua DEPC,10 ml GRB 10X,18 ml de formaldehido al 40%) y se cotti6 a 10V/cm (100 volts)
por 2.5 horas.
El RNA se transfirié a membranas de Nylon (Hybon N+) en soluciéon SSC 20X (NaCl 0.15
M, Citrato de sodio 15 mM) por 24 horas a temperatura ambiente. Una vez transcurrido este
tiempo se lavaton las membranas SSC 2X por 10 minutos y se dejaron secar en campana de
extraccion de 30-35 min. Se fijé el RNA a la membrana con UV a 700 lambdas en un
crosslinker (Ametsham, UK).

6.17. Northern blot
6.17.1 Preparacidn de sondas de DNA

Con el numero de acceso propotcionado por la bibliografia se obtuvieron las
secuencias de DNA de PPARy, SREBP-1, FAS, CYP7 y ABCA1 (clonados en rata, ratén y
hamster), y con el ptograma Oligo 5.0 se disefiaron los primers especificos con alta
estringencia. (Tabla 5).

RT-PCR

El botén de RNA total (tejido adiposo, higado y muisculo) se resuspendi6 en agua-DEPC en
un tubo microtubo.

RNA (0.66 pg/ul) 3l

Oligo dT 1ul

Agua DEPC 8 ul
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Centrifugo e incubd en el Termociclador Perkin Elmer (mod. 9600) a 70 °C por 10 mint. Se
transfind el tubo a hielo y se agregd al mismo:
Buffer de PCR (10X) 2 pl

MgCl, (25 mM) 2l
dNTP’s (10 mM) 14l
DTT (0.1M) 2l

La reaccion se incubd a 42 °C por 5 min. Se agregd 1l de transcriptasa reversa
(Sepetscript IL.GIBCO BRL, cat.18064-014) y se mcubé nuevamente a 42 °C por 50 min y a
70 °C pot 15 min Se coloc6 en hielo y se adicioné 1ul de RNAsa H, (GIBCO BRL, cat.
18021-071). Se incubé a 37 °C por 20 min. y se almacend a —20 °C.

PCR
Se prepararon las sondas a partir del cDNA obtenido de acuerdo a las siguientes condiciones
de reaccién: (por reaccion)

Buffer de PCR (10X) 25ul
MgCl, (25mM) 1.5l
Mezcla de dNTP s (10mM) 1l
Upper primer (20uM) 1ul
Lower primer (20pM) 1l
Taq DNA polimerasa 0.5
Agua desionizada, esténl y filtrada  15.5ul
cDNA (producto de RT) 2.0 pul

Se centrifugo brevemente y se coloco en el temociclador con las siguientes condiciones:

1 Ciclo 95°C 5 min.
T.A, 1min.
72 °C 1 min. 30 seg.

33 Ciclos 95°C 1 min.
T.A. 1 min.

72°C 1 min 30 seg.

1 Ciclo 95°C 1 mn.
T.A. 1 min,
72°C 7 mm.
Nota: T.A. indica la temperatura de alineacidén

Electrofotésis de los productos de RT-PCR

Todo el producto de PCR se corrié en un gel de agarosa al 1% (con marcador de peso
molecular XIV o con una escalera de DNA de 100 a 1500 bp de Boehringer Mannheim) a 95
volts por 45 min.
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Electroelucion de los productos de RT-PCR

Después del corrimiento se cortaron las bandas (correspondientes al peso molecular esperado)
del gel (en el transiluminador). Se introdujeron los fragmentos del gel con las bandas a
membranas de dialisis con buffer TAE 1X, se colocaton pinzas en los extremos de las
membranas y se colocd nuevamente en la camara de electroforésis a 95 volts por 45 min. En
buffer TAE 1X. Posteriormente se mvirtieron los polos por 1 minuto para despegar el
producto de la membrana.

6.17.2 Hibridacion del RINA con la sonda

La hibridacién se realizd con el kit rediprime ™ 11 random prime labelling system No. Catdlogo
RPN 1633/RPN 1634. Se prepararon las sondas (cDNA) para las hibridaciones con RT-PCR
( kit Supetsctipt) y PCR con primers de GIBCOBRL Custom Primers. Las secuencias de los
primers utilizados para la preparacién de las sondas se muestran en la tabla 5.
Prehibridacion
La membrana se colocd en un tubo de hibridaciéon y se puso en contacto con
un buffer (15 ml) de prehibridacién Rapid Hyb (Amersham Pharmacia Biotech, cat.1636)
durante Thora a 65 C velocidad 5.

Matcaje de la sonda con *P

Se lleva la sonda de DNA a una concentracion de 2.5 a 25 ng (dilmida en buffer TE), se calienta
a ebulliciéon 5 min. y se mantene en hielo 5 min. Se da un spin (centrifuga) por 4 seg. Se
agrega toda la sonda al tubo de reaccion de Rediprime II (Amersham Pharmacia Biotech, cat.
1634). Se adicionan 4 pl de *P dCTP (Amersham Pharmacia Biotech. 3000 Ci/mmol, cat.
AA0005) se mezcla hasta obsetvat colot violeta uniforme. Incubar 37° C/1 hora. Transcurrido
el tiempo se agregan 5 pl de EDTA 0.2 My se calienta a ebullicién 5 min.

Hibridacién

La sonda marcada se coloca en el fondo del tubo de prehibridacién (que contiene la membrana
prehibridada) adicionada conjuntamente con 500 pl del buffer de prehibridacion (tomado del
tubo de prehibridacién. Se humedece la membrana y se deja hibridando a 65° C por 2.5 horas
a velocidad 5.

Lavados

Se tomd la membrana hibridada y se lavo con soluciéon (120 ml) 2XSSC/1X SDS a
temperatura ambiente por 20 minutos. Se precalent6 una solucién (120 ml) 0.1XSSC/0.1XSDS
a 65° C. Se lavé la membrana con esta solucién incubandola a 65 C por 15 minutos (repetir el
segundo lavado).

Se envolvié la membrana en papel de plistico y se coloca en un cassette de autorradiografia
con una placa intensificadora de rayos X y se guarda a —70 °C. Transcurridas 24 horas se revelo
la autorradiografia.

28



Tabla 5. Primers utilizados

Gen Primer (57-37) Tamano Especie  No. acceso
(bp) Gene bank

SREBP-1
Sentido TCCCAGAGTAGCCCCTTGTCC 1008 Hamster U09103
Antisentido CCAGTCCCCATCCACGAA

PPAR-y

Sentido GTTGACACAGAGATGCCATTC 1145 Rata Y12882
Antisentido CAGCGACTGGGACTTTTCT

ABCA1

Sentido GGAGGA GGACGGCTTCAAT 1100 Rata NM178095
Antisentido CAG TAG GGC GGT TTT CAC AA

CYP7A1

Sentido GGTCACGGAAGGGATGTA 1250 Rata
AH002160

Antisentido  ATCATGTAGTGGTGGCAAAAT

FAS

Sentido GCTTTGCTGCCGTGTCCTTT 793 Rata X62888

Antisentido GTGTCTGCTGGGGTCCTCGTT

Abteviaciones: SREBP-1, proteina de unién al elemento regulador de esteroles; PPAR-y,
teceptor del proliferador activado de peroxisomas; casset de unién a ATP, CYP7AL,

colesterol 7 hidroxilasa; FAS, sintasa de acidos grasos
6.18 Andlisis Estadistico

Los resultados se presentan como las medias £ SEM (error estindar de la media). Los
datos fueron evaluados con una ANOVA de dos vias, teniendo como variables independientes
al lempo y al tratamiento dietatio.

Las diferencias significativas entre grupos y tiempo se determinaron con una prueba de
diferencias minimas significativas de Fischer, usando el programa STATVIEW para Macintosh
(Abacus Concepts, Inc.m Betkeley, CA). Se consideraron diferencias significativas con una

p<0.05
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7. RESULTADOS

7.1 Consumo de alimento

El consumo de alimento en las ratas obesas alimentadas con ambos tpos de dieta fue
muy similar (Fig 7), el promedio de consumo de las alimentadas con caseina y soya fue de
2459+ 218 y 24.92 + 241 respectivamente. No hubo diferencia significativa entre ambos

grupos.

P

2

8

c

[«0)

E [

2 20 : ~ Soya obesas

C

o o wosmonn 110 4] S

E I

3 15

g - Promedios (S.D)

o I 2459 +2.18
10| 24.92 + 2.41

0 50 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (dias)

Figura 7. Consumo de alimento en ratas Zucker obesas alimentadas con
caseina o soya al 20% durante un periodo de 160 dia (n=6)
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7.2 Aumento de peso

Como se puede observar en la figura 8, las ratas Zucker obesas, la ganancia de peso de
las alimentadas con cascina y proteina de soya fue igual hasta el dia 140 de tratamiento. Sin
embargo, hacia ¢l dia 150, las ratas alimentadas con caseina perdieron peso de manera
significativa con respecto a las que fueron alimentadas con soya (p= 0.004). Al dia 160, esta
disminucion de peso por las ratas alimentadas con caseina se hizo mas significativa (p=
0.0004). Las ratas obesas alimentadas con caseina alcanzaron un peso de 591.92 g + 48.44,
mientras que las alimentadas con soya alcanzaron un peso de 686.63 g + 21.62, lo que indica
que las ratas alimentadas con caseina tuvieron una ganancia de peso significativamente menot
(p= 0.0004) que las alimentadas con soya. Esta disminucién en el peso de las ratas obesas
alimentadas con caseina se debié posiblemente a un mayor deterioro fisico el cual se vid
reflejado por la presencia de 1rritacién de la piel, provocando pérdida de pelo por
debilitamiento de los foliculos pilosos asi como desprendimiento de escamas con pigmentacion
octe.
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Figura 8 . Aumento de peso en ratas Zucker obesas alimentadas
con caseina o soya al 20% durante un petiodo de160 dias

(n=6).
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7.3 Concentraciones de glucosa en suero.

En la figura 9 se observa que no hubo diferencias significativas en las concentraciones
de glucosa en suero de ratas obesas alimentadas con caseina y soya a lo largo del tratamiento, a
excepcion del dia 160 donde si hubo una diferencia, aunque no significativa, entre ellas (135.5
+10 vs 168 + 20.38).
Aunque no se observaron diferencias significativas en las concentraciones de glucosa en el
suero de las ratas obesas alimentadas con ambos tipos de dietas, se presentd una hiperglicemia
moderada desde el inicio hasta el final del tratamiento.
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80- 100 mg/dI|

Concentraciones de glucosa
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3 =)
p——
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Tlempo (dias)
Figura 9.Concentracién de glucosa en suero de ratas Zucker
obesas alimentadas con una dieta a base de
caseina o soya al 20% (n=06).

7.4 Concentraciones de colesterol en suerv.

En las ratas Zucker obesas, las concentraciones de colesterol fueron aumentando
significativamente contra el tiempo en las ratas alimentadas con caseina, alcanzando un valor
maximo el dia 160 del tratamiento (575 mg/dl + 66) indicando una hipercolesterolemia severa.
Las ratas obesas alimentadas con proteina de soya presentaron valores que fluctuaban entre 52
mg/dL y el miximo de 175 mg/dL alcanzado el dia 160. Pot otra parte, hubo diferencia
significativa en las concentraciones de colesterol entre las ratas obesas alimentadas con caseina
y con proteina de soya a lo largo del tratamiento (dias 30, 60, 90, 120 y 160). El consumo de
proteina de soya redujo en un 48, 48 50, 60 y 70 % las concentraciones de colesterol durante
estos dias de tratamiento (Figura 10).
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Figura 10. Concentraciones séricas de colesterol en ratas obesas
alimentadas con una dieta a base de casefna
o soya al 20% (n=6).

7.5 Concentraciones de iriacilgliceroles en suero.

Con respecto 2 las concentraciones de triacilgliceroles en las ratas Zucker obesas, no
hubo una diferencia significativa en los dias 30, 60 y 90 del tratamiento en las ratas alimentadas
con caseina . Sin embargo, hubo un aumento significativo a partir del dia 90 al 120 (p<0.03), y
del dia 120 al 160 (p<0.0001) alcanzando un valot maximo de 813.75 mg/dL + 116.3. En
cuanto a las ratas obesas alimentadas con proteina de soya no hubo un cambio significativo
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entre los dias 30, 60, 90 y 120; sin embargo, a partir del dia 120 al 160 hubo un aumento
significativo (p<<0.03) alcanzando un valor de 457.5 mg/dL.
De esta manera, observamos que el consumo de proteina de soya redujo enun 43.77% la

Triacilgliceroles
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Figura 11. Concentraciones de triacilgliceroles en suero de ratas
Zucker obesas y delgadas alimentadas
con una dieta a base de caseina o soya al 20% (n=6).

7.6 Concentraciones de insulina en suero.

En la Fig. 12 se muestran las concenttraciones de insulina en suero de las ratas Zucker

obesas alimentadas con caseina o proteina de soya. Se puede observar que la concentracion de
insulina cn suero de las ratas alimentadas con proteina de soya fueron de 1.94 £ 0.234 ng/ml..
Mientras que la concentracion de insulina para ese dia en las ratas obesas fue de 6.74 ng/ml £
0.78 y de 7.13 ng/ml + 1.45 pata las ratas alimentadas con caseina y soya respectivamente,
indicando hipetinsulinemia en estos grupos, ya que los valores normales de insulina son de 0.5
— 2 ng/mL. También se puede observar que las ratas presentan hiperinsulinemia desde el micio
del tratamiento (5.52 ng/mL), alcanzando los maximos valores el dia 90 de 12.36 ng/ml + 0.67
y 10.93 ng/ml + 0.63 en las alimentadas con caseina y soya respectivamente. A partir del dia
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90, las ratas obesas muestran una reduccidon en las concentraciones de msulina en los dias
subsecuentes (120 y 160) con valores de aproximadamente la mitad con respecto a los dias
anteriores.
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Figura 12. Concentraciones de insulina en suero de ratas Zucker obesas
y delgadas alimentadas con una dieta a base de
caseina o soya al 20% (n=6).

7.7 Concentraciones de proleinas en orina.

La concentracién de proteinas en orina en las ratas obesas alimentadas con caseina
presentd una proteinuria considerable a pattir del dia 60 con valor de 75.0 mg /vol 24 horas y
hacia el dia 90 con 175 mg/vol 24h , alcanzando su maximo valor el dia 120 con 300 mg/vol
24h | mientras que en las ratas alimentadas con soya el maximo valor que obtuvieron fue el dia
160 con una concentracién de 92.83 mg/ vol 24 hts. Como se puede observar en la Figura 13,
hubo una reduccién en un 66.9% en la proteinutia en las ratas obesas alimentadas con soya.
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Figura 13. Proteinas totales en orina de ratas Zucker obesas
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7.8 Depuraciones de creatinina.

En la Figura 14 se muestran las depuraciones de creatinina de las ratas Zucker
delgadas y obesas alimentadas con caseina o soya. En las ratas obesas alimentadas con caseina
o soya se presentaron valores de 1.4 ml/min al inicio del experimento, los cuales disminuyeron
significativamente hasta 0.4 ml/min (dia 30) sin presentarse diferencias significativas entre los
dos grupos. Apartir de este punto los valores de las depuraciones de las ratas aumentaron hasta

el final del experimento alcanzando valores maximos de 1 ml/min y 0.6 ml/min las

alimentadas con soya y caseina respectivamente sin diferencias significativas. En este mismo

grupo la unica diferencia significativa se presenté el dia 160 siendo mayor en las ratas

alimentadas con soya.
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7.9 Andlisis histoldgico en tejido renal de ratas Zucker (fa/fa)

En la Figura 15 se muestran cortes histoldgicos de tejido renal de las ratas obesas
alimentadas con caseina (Figura 15A) o soya (Figura 15B) el dia 160 del tratamiento. En la
primera figura se observa que las ratas obesas alimentadas con caseina desarrollaron mayor
esclerosis focal y segmentaria , y dilataciéon tubular. Este ultimo hallazgo concuerda con el
mayor porcentaje de proteinas encontradas en orina de 24 en este mismo grupo de ratas
(Figura 13). En contraste, las ratas obesas alimentadas con soya dichas alteraciones histologicas
estuvieron muy disminuidas, lo que concuerda con la menor proteinutia encontrada en estas
mismas (Figura 13).
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Figura 15. Analisis histologico para evaluar glomeruloesclerdsis en
ratas obesas alimentadas con caseina al 20 % A)
o soya al 20% (B) (n=0).

7.10 Concentracién de colesterol en tejido hepdtico de ratas Zucker (fa/fa).

El contenido de colesterol en el tejido hepatico de las ratas Zucker obesas (fa/fa) alimentadas
con dietas a base de caseina o soya se muestran en la Figura 16,

Al inicio del expetimento las ratas alimentadas con caseina y soya mostraron el mismo
contenido de colesterol (1.4 mg/gr de tejido), pero a partir del dia 30 las ratas alimentadas con
caseina mostraron una elevacién en el contenido de colesterol significativamente mayor que las
alimentadas con soya (8.4 mg/gr de tejido vs 2 mg/gr de tejido), lo mismo fue observado los
dias 60 y 90 del expetimento, en el primer se alcanzaron los valores maximos para ambos
grupos siendo mucho mayores los de las ratas alimentadas con caseina (11.8 mg/gr de tejido vs
5.8 mg/gr de tejido). En los dias 30,60 y 90 se observaron las mayores deferencias
significativas (p<<0.001). En los siguientes dias, 120 y 160, se presentaron niveles menotes a los
antetiores pero siendo mayores en las ratas alimentadas con caseina asi como, menores
diferencias significativas, El dia 160 se observa menor deferencia en el contenido de colesterol
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en tejido hepatico (p<0.03).Por lo anterior, el consumo de proteina de soya redujo el
contenido de colesterol en un 51% en tejido hepatico de ratas obesas

7.11 Concentracion de triacifgliceroles en teido hepdtico de ratas obesas Zucker

(il fo.

En la Figura 17 se muestran las concentraciones de triacilgliceroles en tejido hepatico
de ratas Zucker obesas (fa/fa) alimentadas con caseina o soya. El dia inicial del experimento las
ratas alimentadas con ambas dietas mostraron las mismas concentraciones de triacilgliceroles
(11.2 mg/gr de tejido), sin embargo los dias subsecuentes, 30,60 y 90, las ratas alimentadas con
caseina mostraron un gran aumento en las concentraciones alcanzando valores maximos el dia
60 (94 mg/gr de tejido) observandose en este la mayor significancia (p<0.001). Por su parte las
ratas alimentadas con soya mostraron valotes significativamente mcnores en estos mismos dias
(24, 36 y 23 mg/gr de tejido respectivamente). Los dias 120 y 160 las diferencias fueron las
menos significativas. Por lo que nuevamente el consumo de proteina de soya redujo las
concentraciones de triacilgliceroles en un 60% en tejido hepatico de ratas obesas.
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Figura 16. Concentracién de colesterol en tejido hepatico de ratas Zucker
obesas alimentadas con caseina o soya al 20% (n=6)
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7.12 Expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos en ratas obesas alimentadas con
caseina o soya.

l.a homeostasis del metabolismo de lipidos se mantiene por una intcraccidén entre
diferentes proteinas y factores de transcripcion responsables de la adquisicién v eliminacién de
colesterol asi como de la sintesis y oxidacién de dcidos grasos. Con el objeto de poder
eludicidar el mecanismo por el cual la proteina de soya tiene un efecto hipolipemiante se
estudiaron diferentes genes que participan en el metabolismo de lipidos en 6rganos que estin
involucrados en el desarrollo de resistencia a la insulina como son el higado, el tejido adiposo y
el muisculo.

7.12.1H{gado

7.12.1.1 Proteina de Unidn a Elementos Regulados por Esteroles (SREBP)-1

El gen de SREBP-1 present6 un aumento en las ratas alimentadas con caseina a pattit
de los 30 dias de estudio de 1.38 veces. En este grupo la expresion de este gen aumentd 4
veces a los 60 dias de estudio con respecto al dia 30 y continué aumentando a lo largo del
estudio hasta alcanzar una diferencia al final del estudio de 18.41 veces tespecto al inicio y 7.2
veces respecto al dia 30 de estudio (Figura 18).
En las ratas alimentadas con soya la expresion de este gen también mostré un aumento a pattir
del dia 30 de 6.62 veces respecto al dia 0, hasta un valor de 10.03 veces en el dia 160. Los
animales alimentados con soya mostraron una menor expresién hepitica de SREBP-1 a partir
del dia 60 de estudio de 23% en comparacion con caseina. Al final del estudio la expresién del
factor de transcripcion SREBP-1 fue 43% menor en el grupo de soya respecto a caseina.
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Figura 18 A) Expresion del RNAm de SREBP-1 y B) Unidades
relativas de la abundancia del RNAm de SREBP-1 en higado de
ratas Zucker obesas alimentadas con caseina o soya al 20% (n= 6)
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7.12.1.2 Sintasa de Acidos Grasos (FAS)

Enzima que regula la lipogénesis de novo, catalizando todos los pasos en la conversién
de malonil CoA a palmitato. La expresiéon de FAS en higado de las ratas alimentadas con
caseina aument6 2.93 veces a los 30 dias de estudio con respecto al inicio y continué
aumentando a lo largo del estudio hasta alcanzar una diferencia al final del estudio de 6.26
veces respecto al tiempo 0. La expresion de este gen en las ratas alimentadas con soya también
mostréd un aumento a partir del dia 30 de 1.37 veces respecto al dia 0, hasta 4.84 veces en el dia
160.

Los animales alimentados con soya mostraron una menor expresion hepaitica de FAS a lo largo
del estudio en comparacién con caseina. Esta diferencia se observa a partit de los 30 dias de
estudio, siendo 40% menor que caseina. La mayor diferencia en la expresion del gen lipogénico
FAS se encontré a los 90 dias de estudio, siendo 50% menor en el grupo de soya respecto al
grupo de caseina. Al final del estudio la expresion de FAS fue menor en el grupo de soya en un
20% (Figura 19).

Esta enzima se encontré mayormente expresada en amimales alimentados con caseina en
comparacién con los animales alimentados con proteina de soya. El aumento en SREBP-1 se
vié reflejado en un aumento en la expresion de FAS. Estos resultados concuetrdan
adecuadamente ya que el gen de la FAS tiene elementos de tespuesta para SREBP-1.
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Figura 19 A) Expresion del RNAm de la FAS y B) Unidades
relativas de su abundancia en higado de ratas Zucker obesas

alimentadas con caseina o soya al 20% (n=6)
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7.12.1.3 7 a-hidroxilasa de colesterol (CYP 7.41)

La 7 a-hidroxilasa de colesterol (CYP7A1) es la enzima limitante de la ruta cldsica que
convierte colesterol en dcidos biliares y de esta manera se pueda eliminar colesterol del cuerpo.
La expresion de CYP7 en higado de las ratas alimentadas con caseina aumentd 6.95 veces a los
30 dias de estudio con respecto al inicio y en adelante comenzé a disminuir a partit del dia 60.
Al final del estudio la expresion de este gen fue 2.98 veces mayor al dempo 0y 51.4% menor al
dia 30. La expresion de este gen en las ratas alimentadas con soya también mostré un aumento
a partir del dia 30 de 1.61 veces respecto al dia 0, hasta 2.54 veces al final del estudio.

Los animales alimentados con soya mostraron una menor expresion de CYP7 en higado a lo
largo del estudio en comparacién con los animales alimentados con caseina, con una expresion
67.2% menor a los 30 dias y 11.07% menor al final del estudio.

La expresion de este gen se vio mayormente expresada en ratas alimentadas con caseina que
con soya. Estos resultados indican que existe mayor necesidad de eliminar colesterol en las
ratas que presentan mayor concentracion de colesterol como lo es el caso de las ratas
alimentadas con caseina. Esto concuerda con el hecho de que los animales alimentados con
caseina presentan mayor concentracién de colesierol en el suero y en el higado lo que induce
la expresion de CYP 7 (Figura 20).
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7.12.1.4 ABCA-1

Los transportadores ABC son proteinas transmembranales que utilizan la energia de la
hidrolisis de ATP para mover sustratos a través de las membranas celulares. El transportador
ABCA-1 facilita el transporte reverso de colesterol. En el intestino, el transportador ABCA-1
no permite que el colesterol se absorba y lo bombea de tegreso hacia el lumen. En los
macrofagos, el transportador ABCA-1 saca el exceso de colesterol de estas células para que no
se formen células espumosas promotoras de la aterogenesis y el colesterol sea eliminado a
través de las HDL.

La expresion de ABCA1 en higado de las ratas alimentadas con caseina aumentd 19.84% a los
30 dias de estudio con respecto al inicio y continué aumentando a lo largo del estudio hasta
alcanzar una diferencia al final del estudio de 9.26 veces respecto al tiempo 0. la expresién de
este gen en las ratas alimentadas con soya también mostré un aumento a partir del dia 30 en un
13.95% respecto al dia 0y 10.91% al dia 160.

Los animales alimentados con soya mostraron una menor expresion hepatica de ABCA1 a lo
largo del estudio en comparacién con caseina. A los 90 dias de estudio, la diferencia entre
caseina y soya fue 1.2 veces y al final del estudio la diferencia fue 8.25 veces.

Como se puede ver, la presencia de este transportador se va induciendo conforme pasa el
tiempo en los animales alimentados con caseina, sin embargo esto no se observa en los
animales que son alimentados con proteina de soya. Estos resultados nos indican que el
transportador es regulado por el tipo de proteina en la dieta, que la presencia de este
transportador en el higado podria tener un papel de eliminar el exceso de colesterol del higado
hacia la formacion de la bilis y por dltimo que los animales alimentados con proteina de soya
debido a que presentan menos acumulacion de colesterol en el higado no necesitan de la
induccidén de este transportador para eliminar colesterol (Figura 21).
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7.12.2 Tegido Adzposo
7.12.2.1 Proteina de Unidn a Elementos Regulados por Esteroles (SREBP-1)

La expresion de SREBP-1 en tejido adiposo del grupo alimentado con caseina aumenté
40% a los 30 dias de estudio con respecto al inicio y continué aumentando a lo largo del
estudio hasta alcanzar una diferencia de 3.15 veces en el dia 160 respecto al tiempo 0. La
expresion de este gen en las ratas alimentadas con soya también mostrd un aumento a partir
del dia 30 de 20.4% respecto al dia 0, hasta 43.4% al final del estudio.
Los animales alimentados con soya mostraron una menor exptesién en tejido adiposo de
SREBP-1 a lo largo del estudio en comparacién con los animales alimentados con caseina, con
una expresion 14% menor a los 30 dias y 65% menor al final del estudio. Es importante
sefialar que la expresion de SREBP-1 en el dia 160 fue ~ 10% mayor en el grupo alimentado
con soya con respecto al grupo alimentado con caseina (Figura 22).
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7.12.2.2 Receptor Activado por Proliferadores de Peroxcisomas (PPAR-y)

La expresion de PPARY en las ratas alimentadas con caseina mostté una expresién
constante desde el dia 0 hasta el dia 90. A partir de este dia su expresion se incrementé un 20%
hasta el final del estudio.

En el grupo de ratas alimentadas con soya la expresion fue menor desde el dia 30 (~ 50%
menos con respecto al dia 0) desde el inicio hasta el final del mismo, observandose una menot
expresion el dia 160 (~ 4 veces menos).

Finalmente, la expresion de PPARY en el grupo de animales alimentados con soya al 20% fue 2
veces menor que el grupo alimentado con caseina, a lo largo de todo el estudio (Figura 23).

1778 bp
200 ~ PP.ARy en tejido
- adiposo
caseina
l soya R

150
100

50

Abundancia del RNAm de PPAR-gamma
{Unidades Relativas)

Tiempo (dias)

Figura 23 A) Expresion del RNAm de PPAR-y y B)Unida-
des relativas de su abundancia en tejido adiposo
de ratas Zucker obesas alimentadas con caseina
o0 soya al 20% (n=6)
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7.12.3 Msculo
7.12.3.1 Proteina de Unidn a Elementos Regulados por Esteroles (SREBP-1)

La expresion del RNAm de este factor transcripcional en este tejido musculat (Figura
24) fue mayor en las ratas obesas alimentadas con soya en comparaciéon con las alimentadas
con caseina (1.5 veces). Este comportamiento se observo en los dias 90,120 y 160 . En los dias
30y 60, el grupo de ratas alimentadas con caseina mostrd una mayor expresién de SREBP-1

(~ 2 veces).
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Figura 24 A) Expresion del RNAm de SREBP-1 y B) Unidades |
relativas de su abundancia en muasculo de ratas Zucker
obesas alimentadas con casefna o soya al 20%(n=6)
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8. DISCUSION

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto que tiene el consumo de una
dieta a base de proteina de soya sobre la expresion de varios factores transcripcionales y
proteinas mvolucradas en la obesidad, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2. En recientes
estudios se han proporcionado evidencia de que el consumo de soya mejora algunos de las
alteraciones asociadas con la diabetes tipo 2.

La patogénesis de la diabetes tipo 2 es aun desconocida y es el resultado de la combinacién de
defectos genéticos, factores nutricionales y ambientales. Dentro de los principales factores de
riesgo se encuentra la obesidad. En el sujeto obeso con diabetes tipo 2 se presenta
hipertrigliceridemia donde sucede una hiperglicemia ligera acompafiada de hiperinsulinemia.
En estas condiciones ocurre un incremento en los 4cidos grasos libres circulantes,
patticularmente en la fase posprandial, que en presencia de concentraciones altas de insulina y
una sensibilidad hepatica conservada hacia la misma, favorece el aumento de la sintesis y
secrecién de VLDL con la consecuente elevacidén de triacilgliceroles en plasma. El exceso de
acidos grasos en el plasma promueve la conversién de parte de ellos en colesterol y
fosfolipidos. Estos dos tdltimos junto con el exceso de tracilgliceroles formados al mismo
tiempo por el higado se eliminan a la sangre en las lipoproteinas.

En la diabetes que cursa ya con un descontrol metabolico crénico, la hipertrigliceridemia se
genera por un aumento en la produccién hepatica de las VLDL, con una disminucién en su
depuracién, al igual que de los quilomicrones y de sus remanentes (Lerman, 1994).

En este trabajo se estudid el efecto de una dieta a base de proteina de soya al 20% sobre las
alteraciones que se presentan en la diabetes tipo 2, utihzando a la rata obesa diabética Zucker
(fa/fa). En este mismo modelo estudiamos el efecto que el consumo de esta proteina ejetce
sobre la expresion de distintos gencs que estin involucrados en el metabolismo de lipidos asi
como en la resistencia a la insulina.

Partiendo de lo anterior, encontramos que el consumo de alimento entre los grupos de ratas
obesas a quienes se les suministrd las dietas a base de caseina o soya al 20% por un periodo de
160 dias, no fue significativamente diferente entre ellos asi como tampoco hubo diferencias en
el aumento de peso de ambos grupos. Debido a esto, podemos afirmar que las diferencias
observadas en los parametros bioquimicos, hormonales y moleculares en el estudio no se
deben a diferencias en la cantidad de alimento consumido por los animales en los dos tipos de
dieta.

Es importante sefialar que la rata obesa Zucker desarrolla hiperfagia severa debido a una
mutacion en el receptor de la leptina por lo que se hubiera esperado una mayor ingesta de
alimento en este modelo con ¢l consecuente aumento en el peso, sin embargo esto no sucedié
asi, Con respecto ha lo anterior se ha reportado que la rata Zucker obesa puede desatrollar
obesidad en ausencia de hiperfagia (Cleary, 1980).

Una observacién importante fue que al final del tratamiento (a partir de los dias150 al 160) las
ratas obesas alimentadas con caseina disminuyeron significativamente en comparacién con las
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alimentadas con soya esto se debe a que con la ingestién de proteina de origen animal, caseina,
las ratas obesas se deterioraron mas que las alimentadas con soya.

De acuerdo a las concentraciones de glucosa en suero, las ratas mostraron una hiperglicemia
moderada sin diferencias significativas entre los dos tipos de dieta. De manera similar, aunque
los animales mostraton una hiperinsulinemia severa, no se encontraron diferencias entre los
dos grupos.

Efecto de la ingesta proteina de soya sobre las concentraciones de colesterol y
triacilglicetoles en suero y tejido hepatico

La ingesta de proteina de soya redujo de manera significativa las concentraciones de
colesterol en el suero de las ratas obesas. En este grupo la proteina de soya fue capaz de
mantener los niveles de colesterol casi normales (ligeramente por arriba de los valores
notmales); no asi, con el consumo de la dieta a base de caseina los niveles de colesterol fueron
muy elevados. Pot lo que la dieta a base de proteina de la soya tiene efecto hipocolesterolémico
en compatacién con la caseina, la cual mostr6 ser hipercolesterolémica. Nuestros resultados
son compatibles con otros estudios (en diferentes modelos de animales y en humanos) en los
cuales el consumo de dietas a base de caseina mosttd ser mas hipercolesterolémico que el
consumo de dietas a base de proteina de soya. La proteina de soya también redujo los niveles
de triacilgliceroles en suero de las ratas obesas de manera significativa.

En este estudio se observé que el consumo de proteinas de distinto origen (animal y vegetal)
tiene difercntes efectos sobre las concentraciones séricas de colesterol, lo cual puede ser
explicado por la hipercolesterolemia severa que desarrolla el modelo obeso en compatacion
con las ratas delgadas, quienes no la desarrollan. Asi, la disminucién en las concentraciones
séricas de colesterol cuando la proteina animal se sustituy6 por proteina de la soya fue mayor
en los animales hipercolesterolémicos que en los mnormocolesterolémicos, como ha sido

reportado por otros (Carrol, 1995).

Dutante el desarrollo y progresion de la obesidad y diabetes tipo 2 existe un gran incremento
en el aporte de acidos grasos del tejido adiposo (como resultado de un aumento en la lipdlisis)
al higado, en donde se almacenan como triacilgliceroles. A su vez estos 4cidos grasos se utilizan
también para sintetizar colesterol (y fosfolipidos; por lo que éste lipido también se acumula en
este Organo.

Los efectos de los diferentes tipos de dieta se vieron reflejados también en el contenido de
lipidos en el tejido hepitico de las ratas obesas. El contenido de colestetol y triacilgliceroles en
higado de las ratas obesas alimentadas con soya fue significativamente menot que el contenido
de estos en las ratas alimentadas con caseina. Los lipidos representan el 5% del peso del higado
notmal, cuando se supera esta cantidad, se acumulan en este tejido forma de vesiculas grasas
(principalmente triacilgliceroles) y dan lugar a esteatdsis saginativa (producida por una oferta
aumentada de triacilgliceroles). De ahi que el contenido de triacilgliceroles en el grupo de ratas
obesas sea diez veces mayor con respecto al contenido de colesterol en este mismo grupo.

Si bien, en el grupo de ratas que consumieron soya, la acumulacién de lipidos hepaticos fue
significativamente menor, significa que esta proteina ejerce sus efectos benéficos sobre las
concentraciones plasmiticas de una cantidad importante de dcidos grasos libres, disminuyendo
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de esta manera Ja acumulacion de lipidos en el higado de estas ratas. Esto no sucede con el
grupo de ratas que consumieron caseina, las cuales mostraron gran acumulacion de lipidos
hepaticos.

Es importante mencionar que el efecto benéfico de la proteina de la soya sobre el contenido de
lipidos en las ratas obesas fue mayor al micio del tratamiento y disminuye paulatinamente hacia
el final del mismo, pot lo que podemos afirmar que este retarda la acumulacién de lipidos en
este tejido.

Efecto de la ingesta de la proteina de soya snbre la funcién renal

Aunado sus propiedades hipocolesterolémicas e hipotrigliceridémicas, la proteina de
la soya también mostr6é un efecto protector sobre el dafio renal que se presenta como una de
las principales complicaciones de la diabetes tipo 2. Esto es demostrado por la reduccién en la
proteinuria en las ratas alimentadas con proteina de la soya en comparacion con las
alimentadas con caseina, estas ultimas desarrollaron mayor esclerosis focal y segmentaria asi
como dilataciéon tubular,

Hay vatias razones para proponer que la proteina de la soya ejerza efecto protector sobre la
funcién renal. En primer lugar, a través de su contenido en fitoestrégenos ( ~ 2 mg de
isoflavonas/gt) que a demostrado reducir los miveles de colesterol en suero al actuar de manera
similar a los estrogenos (D’amico et al. , 1992). En segundo lugar, su composicion en
aminoacidos, alto en atrginina y glicina, pueden inducit una baja telacion msulina/glucagon
posprandial que ha sido asociada a niveles de colesterol bajos (Sanchez et al. , 1991).
Finalmente, las propiedades antioxidantes de la daizeina y genisteina (principales 1soflavonas de
la ptoteina de la soya) pueden reducir el dafio renal protegiendo a las lipoproteinas de densidad
media (LDL) de la oxidacién, aunque dicha capacidad es limitada (Barnes et al. , 2000).

De manera adicional, en este estudio las ratas alimentadas con proteina de la soya mostraton
una mejor deputracién de creatinina en comparacion con las ratas alimentadas con cascina.
Estos hallazgos no concuerdan con los reportados por otros en los que no se encontraron
diferencias en la depuracion de creatinina en ratas (Maddox et al, 2002) y en humanos con
diabetes tipo II (Anderson et al. , 1998) que consumieron dietas a base de caseina o soya. Sin
embargo sus resultados no fueron concluyentes.

En resumen, nuestro estudio indica que la progresion del dafio renal es disminuida por el
consumo de proteina de la soya en las ratas Zucker obesas, como es demostrado pot la
reduccién en la proteinutia, una mejor depuracion de creatinina y reduccién en la esclerosis
focal y segmentaria asi como menor dilatacién tubular. Lo anterior ocurri6 a pesatr de que
ambos grupos (caseina y soya) tuvieron una ingesta y ganancia de peso similares. Ademais,
como resultado de la reduccién en el dafio renal, las concentraciones de colesterol total y
triacilgliceroles en suero fueron también reducidas.

Efecto de la proteina de la soya sobre la expresion de los RNAm de SREBP-1, CYP7,
FAS y ABCAI1 en higado
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La conversion de colesterol a dcidos biliares en el higado y su excrecidén a través de
estos Gltimos pata su eventual eliminacion en las heces fecales son las dos principales rutas por
medio de las cuales se elimina el exceso de colesterol del organismo. En estudios recientes, se
ha demostrado que los acidos biliares no dnicamente sitven como los detetgentes biologicos
que facilitan la absorcidn, transporte y distribucidén de vitaminas liposolubles y grasas dietarias,
sino que también funcionan como moléculas de sefalizacion que activan receptores nucleares y
regulan el metabolismo del colesterol y de los dcidos bilares (Chiang, 1998; Lu, 2000). Los
acidos biliares son sintetizados en el higado, excretados hacia la vesicula biliar, reabsorbidos en
el ilion y transportados de regreso al higado por la circulacién portal para inhibir la sintesis de

acidos biliares suprimiendo a la enzima colesterol 7o-hudroxilasa (CYP7).

Uno de los receptores que participan en el metabolismo del colesterol y de los acidos biliares
es el receptor hepatico X (LXR) quien es activado por los oxiesteroles, detivados de las rutas
biosintéticas del colesterol y los acidos biliares y que funcionan como potentes ligandos para
este receptor hepatico. LXRa mduce de esta manera genes involucrados en el transporte
teverso del colesterol, entre los que se encuentra el transportador ABCA1 (Schroepfer, 2000),
en el control de la lipogénesis y en la homeostasis de colesterol en higado. Su activacion in vivo
induce la expresiéon de su gen blanco SREBP-1 e incrementa los niveles de triacilgliceroles
plasmiticos. Por otro lado, la expresion de FAS, enzima central en la ruta de lipogénesis de
novo cataliza todos los pasos en la conversion de malonil-CoA a palmitato y es un gen blanco
de SREBP-1, es también inducida por ligandos para LXRa. Finalmente, la activacién de este

receptor induce la expresion de la enzima colesterol 7a-hidroxilasa incrementando la excrecion
de acidos biliares.

En este trabajo encontramos que el consumo de proteina de soya redujo la expresion en el
higado de las ratas obesas de FAS 37% en promedio, SREBP-1 62%, ABCA1 28% y CYP7 en
52 %.

Con respecto a la exptesion del RNAm de SREBP-1 en este modelo, en recientes estudios se
ha mostrado que su exptesién en higado de ratones ob/ob quienes desarrollan profunda
resistencia a la insulina, no estd alterada (Shimomura, 2000) como lo esta en el tejido adiposo.
Sin embargo, se sabe que la selectiva desregulacion de SREBP-1 en este ultimo tejido durante
la obesidad puede promover la produccién y liberacion de acidos grasos libres hacia otros
tejidos como pancreas, misculo o higado en doude a través de “lipotoxicidad” dafien la accién
y/o secrecién de insulina (Unger, 2000) alterando asi la expresion de genes que dependen de
insulina, como el SERBP-1.

A pasar de esto ltimo, el hallazgo importante fue que la expresién de SREBP-1 en higado de
las ratas obesas que consumieron soya se redujo (62%) asi como la expresion de la FAS (37%)
en comparacion con las que consumieron caseina, por lo que la soya esta regulando a SREBP-
1 y de manera indirecta a FAS, reduciendo la lipogénesis en este tejido. Esta reduccion
concuerda con el menor contenido de lipidos (colesterol y triacilgliceroles) observado en el
higado de las ratas obesas que consumieron soya asi como con la reduccién en los niveles
plasmaticos de triacilgliceroles en este mismo grupo.
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El papel central de ABCA1 en la formaciéon de HDL’s indican su efecto antiaterogénico
especialmente en macrofagos (Atello, 2002); en células cargadas de colesterol es inducida su
expresién como resultado de la activacién del heterodimero LXR/RXR. A su vez, con la
activacién de este heterodimero también se estimula la expresion de CYP7. Con respecto a
esto, es importante sefialar que como resultado de la reduccién de la hipercolesterolemia
también se presenté una disminucién de las enzimas responsables de la sintesis de 4dcidos
biliates (CYP7) y de transporte reverso de colesterol (ABCA1).

Efecto de la proteina de la soya sobre la expresion de los RNAm de SREBP-1 y
PPAR-y en tejido adiposo

El tejido adiposo es un tejido altamente especializado que tiene un papel importante en
la homeostasis de energia. El papel principal de este tejido es almacenar triacilgliceroles en
petiodos de exceso de energia para luego liberarlos cuando se produce un déficit de la misma.
La diferenciacién de adipositos es un proceso complejo acompafiado de cambios en la
morfologia celulat, en la sensibilidad a hormonas y en la expresion de genes. Estas acciones
resultan de la cooperacién de las actividades de varios factores transcripcionales entre los
que se encuentran PPAR-y y SREBP-1, que son inducidos en estadios tempranos de la
adipogénests.

Se conoce que la expresion de SREBP-1 incrementa la actividad transcripcional de PPAR-y e

incrementa el porcentaje de células que sufren diferenciacién (Spiegelman, 1996). La
coexptesion de SREBP-1 con PPAR-y promueven la produccién endégena de ligandos pata
PPAR-y via transcripcién a través de motivos E-box (Kim, 1998). Dichos ligandos pueden ser
derivados de 4cidos grasos de origen endégeno o de origen exdgeno. EHste dltimo ongen
depende de la dieta, el estado fisiologico y de i tendencia genética a desarrollar obesidad y
diabetes.

La expresion de SREBP-1 en el tejido adiposo de las ratas obesas mostté mayor expresion en
las ratas alimentadas con caseina que las alimentadas con soya ( 40% menor.) Esta induccién
en la expresion de SREBP-1 fue independiente de insulina ya que los dos gtupos de animales
desarrollaron hiperinsulinemia. Por lo tanto, este factor se ve regulado en higado (figura 18) y
en tejido adiposo (figura 22) pero no en musculo (Figura 24), indicando que su regulacién es
tejido especifica.

Por otro lado, la expresiéon de PPAR-y en el tejido adiposo es la encargada del mantenimiento

de un adiposito maduro y funcional. Este trabajo, encontramos que la expresion de PPARY en
el tejido adiposo de las ratas obesas alimentadas con caseina fue mucho mayor que su
expresién en los animales alimentados con soya a lo largo del estudio.

Algunas investigaciones se han enfocado a estudio de las isoflavonas (principalmente la
genisteina y la daizeina) de la soya como agentes hipolipemiantes debido a su actividad
antioxidantes y estrogénicas. En algunos estudios se¢ ha eliminado la fraccion de isoflavonas
que contiene la soya resultando ¢n la pérdida de su actividad benéfica sobte los lipidos
plasmaticos, sin embargo, recientes estudios han reportado efectos minimos de las isoflavonas
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aisladas de la soya sobre las concentraciones de lipidos plasmaticos (Gardner, 2001; Simons,
200). Debido a la evidencia no concluyente, es posible que las isoflavonas ejerzan algunos de
sus efectos benéficos principalmente cuando forman parte de la soya intacta.

Nosotros encontramos en este estudio que las ratas alimentadas con proteina de la soya la

expresion de PPAR-y en tejido adiposo fue menor 2 veces (~ 50% menor a su expresion en
las ratas alimentadas con caseina) que las ratas alimentadas con caseina.

En hallazgos recientes se ha mostrado que la genisteina de la soya a bajas concentraciones (£
1uM) actia como estrogeno, estimulando la osteogénesis e inhibiendo la adipogénesis, y a
altas concentraciones ( > 1pM) actia como un ligando para PPAR-y, conduciendo a un
aumento en la adipogénesis y disminucion de la osteogénesis (Dang, 2002). Por otro lado,
expresion de PPAR-y podria ser el resultado de su expresion compartida con otros tejidos
involucrados en la resistencia a la insulina, como higado y musculo, en los cuales su expresién
es de 10-30 veces menor que en tejido adiposo.

Partiendo de que la concentracién minima de ligando necesatio para activar a PPARy es de 2
1pM y tomando en cuenta que la concentracién aproximada de isoflavonas en la dieta de soya
propotcionada a los animales en este estudio fue de 2 mg/100gr, la reduccién en la expresién
de este factor en el grupo alimentado con soya podtia ser el resultado de la accién conjunta de
la proteina de la soya junto con este componente.

Una observacién interesante en este estudio fue que el consumo de la dieta a base de la
proteina de soya redujo la expresion del RNAm de SREBP-1 (40%) en tejido adiposo de las
ratas obesas durante la mayor parte del tratamiento de manera paralela a la reduccién en la

expresion de PPAR-y (50%).
Efecto de la proteina de la soya sobre la expresién de SREBP-1 en misculo

La expresion de SREBP-1 en musculo de ratas diabéticas esti disminuida. Sin
embargo, como en el higado y en el tejido adiposo su expresion requiere de la presencia de la
insulina (Guillet-Deniau, 2001). En nuestro estudio, nosottos encontramos un ligero
incremento en la expresion de este factor de transcripcién en el grupo de ratas alimentadas con
soya. Sin embargo este no fue significativo. Ademas observamos una expresién menor en este
tejido con respecto a su expresién en higado.

El efecto de la proteina de la soya sobre SREBP-1 en musculo no parece tener algin efecto
importante, aunque seria necesatio evaluar la expresion de genes del metabolismo de lipidos y
glucosa (FAS, hexocinasa II) y su regulacién por parte de la proteina de la soya, para establecer
el efecto de esta Gltima sobre su exptesion en este modelo.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran que el consumo de una dieta con 20%
de ptoteina de soya ejerce un efecto benéfico en el metabolismo de los dcidos gtasos y
colesterol. Su efecto hipolipemiante es mediado pot la interaccién de diferentes
factores transctipcionales involucrados en la sintesis de acidos grasos, captura de
colesterol y sintesis de acidos biliares:

El consumo de soya al 20% reptime pot un lado la biosintesis de acidos gtrasos
mediada por la FAS, es de esta manera que disminuyen las concentraciones de
triacilgliceroles en higado. Lo antetior ocasiona una reduccién en las concentraciones
de colesterol y triacilgliceroles tanto en sueto como en higado (disminucién en la
esteatdsis) .

Al disminuir la hipercolestetolemia, disminuyen las enzimas tesponsables de la sintesis
de 4cidos biliares (CYP7) y del transporte reverso del colesterol (ABCAL).

En tejido adiposo, el consumo de proteina de soya disminuye la expresion de SREBP-1
reprimiendo la lipogénesis.

Finalmente, el efecto hipolipemiante de la proteina de la soya se vi6 reflejado en la
disminucién de la glomeroloesclerdsis y depdsito de proteinas en los tibulos renales,
mejorando la funcién renal mediada por la depuracion de creatinina,
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Anexo I. Reactivos para Transcripcion reversa

Buffer de la transcriptasa reversa 5X

(5X First Strand Buffer de GIBCO BRL)
Tris-HCI 250 mM pH 8.3
Cloruro de potasio 375 mM
Cloturo de magnesio 15 mM

Mezcla de dNTP s
(2"-deoxinucledsido 5 -trifisfato de GIBCO BRL)
La mezcla contiene dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Oligo dT

(Oligo dT 12-18 primer, GIBCO BRL)

Se utiliza como un oligonucledtido para la sintesis de la primera cadena de DNA
complementario con la transctiptasa reversa. Su funcién es hibridar a la cola Poli A del RNA
mensajero y se almacena en agua-DEPC.

DTT 0.1 M de GIBCO BRL

Enzima transcriptasa reversa

(Reverse Transcriptase, Moloney Murine Leukemia Virus-M-MLV, GIBCO BRL)

Es una DNA polimerasa que sintetiza una cadena de DNA complementaria a pattir de una
cadena simple de RNA.

Inhibidor de ribonucleasas.

( RNAsa inhibitor, cloned GIBCO BRL)

Es un potente inhibidor no competitivo de ribonucleasas, que se utiliza en la transcripcion
reversa del RNA mensajeto y es obtenido de una cepa recombinante de E. Coli.
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Anexo II. Reactivos para PCR

Buffer de PCR 10X con 15 mM de cloruro de magnesio
(10X PCR Buffer GIBCO BRL)

Tris-HCI 200mM, pH8.4

Cloruro de potasio 500 mM

Cloruro de magnesio 50mM

Mezcla de INTP s (ver anexo de reactivos para RT)

Oligonucleétido sentido 20 uM

Oligonucledtido antisentido 20 pM

Enzima Taq DNA polimerasa

(Taq DNA polymerase, GIBCO)

Esta enzima aislada de Thermus aquaticus Y'T'1, es un polipéptido simple con un peso molecular
de 94 kDa, estable al calot, capaz de sintetizar DNA a temperaturas elevadas a partir de un
templete simple de cDNA en presencia de Oligonucleétidos iniciadotes.
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Anexo III. Reactivos para electroforésis de DNA

T11s base 60.5¢

Acido acético glacial 14.27 ml

Na,EDTA* 2H,0 93¢

Agua desionizada c.b.p. 1000 ml
Buffer TAE 50X

Buffer TAE 1X

Buffer TAE 50X 10 ml

Agua desionizada c.b.p. 500 ml

Bromuro de etidio 2 mg/ml. Ver anexo de reactivos para electroforésis de RNA

Buffer de carga. Ver anexo de reactivos para electroforésis de RNA

Marcador de peso molecular. Se utilizé una escalera de DNA de 100 bp en 100 bp
hasta llegar a 2000 bp de Boehninger Mannheim.
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Anexo IV. Reactivos pata extraccién de RNA por cloturo de cesio

Agua DEPC al 0.1%
Dietil pirocarbonato 3 ml
Agua desionizada 3000 ml

Agitar por 4 horas, condiciones de autoclave: 15min , 15Ibs/pulg’

Solucién de tiocianato de guanidina 4M

Para disolver calentar a bafio maria a 40 °C y esterilizar con membrana de nylon  0.22 pm,
almacenar 4 °C

Solucién de cloturo de cesio
Esterilizar con membrana de nylon 0.22 pm, almacenar a temperatura ambiente

Solucién de N- Laurilsarcosil al 10%
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Anexo V. Reactivos para cuantificacién espectrofotométtica de RNA

EDTA 0.4 M pH 8.0: Ajustar el pH con NaOH

EDTA

7.44 ¢

Agua desionizada c.b.p.

50 ml

Amortiguador de TE pH 7.5 (Ttis-EDTA): Ajustar pH con NaOH antes de aforar.

Tns-HC1 10 mM pH 7.5 1576 g
EDTA 0.4 M pH 8.0 2.5ml
Agua desionizada 1000 ml

Formamida
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Anexo VI. Reactivos para electroforésis de RNA

Buffer de corrimiento 10X: Disolver el Mops en 900 ml de agua. Ajustar a pH de 7.0 y
posteriormente agtegar el resto de los reactivos.

Buffer de cotrimiento 1X

Mops 0.4 M pH 7.0
(3[N-Motfolino icido propano sulfénico)) 87.32 ¢
Acetato de sodio 100mM 13.6¢
EDTA 0.4 M pH 8.0 2.5 ml
Agua desionizada c.b.p. 1000 ml
Formaldehido 36.7%
Buffer de corrimiento 10X 100 ml
Agua desionizada c.b.p. 1000 ml
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Buffer de carga: Disolver el EDTA, azul de bromofenol y el xylene cyanol en los 10 ml de
glicerol al 50%. Filtrar con filtro miles y guardar a 4°C.

Glicerol al 50% 10 ml
EDTA 1mM pH 8.0 200 ul
Azul de bromofenol 0.25% 250 mg
Cianol xileno 0.25% 250 ml

Bromuro de etidio 2 mg/ml

Bromuro de etidio 100 ml
Agua desionizada c.b.p. 50 ml
Formamida
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Anexo VII. Reactivos para transferencia de RNA a membrana de Nylon N*

Solucion SSC20X

Citrato de sodio dihidratado 1768 ¢
Cloruro de sodio granular 3506 g
Agua desionizada c.b.p. 2L
Agua desionizada.
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Anexo VIII. Reactivos para hibridacién de RNA con sonda marcada

Buffer de prehibtidacion. Rapid Hyb. (Amersham Pharmacia Biotech, cat. No. 1636)

Reacciones para marcaje Rediprime II (Amersham Pharmacia Biotech, cat. No. 1633). Buffer
en solucion libre de endonucleasas, con dATP, dGTP y dTTP y la enzima Klenow.

Buffer TE

Tns HCI pH 8.0 10 mM

EDTA pH 8.0 1 mM

%P dCTP (Amersham Pharmacia Biotech. 3000 Ci/mmol, cat. AA0005)
EDTA 02 M

Solucion 2X SSC/0.1 SDS

Soluciéon 0.01X SSC/0.1 SDS
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