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Resumen

El tejido adiposo funciona almacenando energia con el objeto de tener acceso a ella
en caso de haber una demanda de la misma. Sin embargo, ahora se sabe que ésta no es la
unica funcion del tejido adiposo. El tejido adiposo participa, en gran medida, manteniendo
el equilibrio energético a través de la liberacion de hormonas (leptina) y adipocinas
(adiponectina y TNF-a). Cuando existe desregulacion de la secrecion de hormonas y
adipocinas o desequilibrio entre la sintesis y oxidacion de los lipidos, el tejido adiposo
pierde su funcionalidad. La pérdida de la funcionalidad del tejido adiposo puede culminar
en la falla de los 6rganos no adiposos, los cuales se cargan de lipidos, generando muerte
celular. En nuestro laboratorio se ha demostrado que la proteina de soya (PS) en la dieta
genera cambios metabodlicos favorables en el pancreas, higado y musculo. El consumo de
PS también reduce el riesgo a desarrollar obesidad. Por lo anterior, el objetivo del trabajo
fue determinar el efecto de la proteina de soya sobre la funcionalidad del tejido adiposo
epididimal y abdominal. Para lograr esto, se alimentaron ratas con 30% de proteina de
soya o caseina y se determind la concentracion en suero de leptina, adiponectina y
triacilglicéridos. Ademas, se midi6 en el tejido adiposo epididimal y abdominal, la
expresion de proteinas o factores de transcripcion involucrados en la sintesis y oxidacion de
lipidos (perilipinas o receptores activados por proliferadores de peroxisomas y y oo o PPARy
y PPARa,). También, se prepararon cultivos de adipocitos abdominales y epididimales
para conocer la liberacion de TNF-a, asi como la incorporacion de acetato radiactivo en
acidos grasos. Los resultados del presente trabajo muestran una reduccion importante en la
concentracion de triacilglicéridos y leptina circulantes en el grupo alimentado con PS. La
relacion adiponectina/leptina sérica se calculo utilizando a la leptina como un indicador de
adiposidad, y resultdé mayor para los animales que consumieron PS. Estos eventos son
deseables, ya que la hiperleptinemia se asocia al desarrollo de resistencia a la leptina y
consecuente obesidad. Asimismo, la adiponectina aumenta la sensibilidad a la insulina y
disminuye el riesgo de aterogénesis. En el tejido adiposo abdominal de animales que
consumieron PS se observé una adecuada relacion entre sintesis y oxidacion de lipidos
medida por la formacion de acidos grasos en cultivo y por la expresion de PPARy y de

PPARa. En el tejido adiposo epididimal, el consumo de PS redujo la expresion y
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liberacion de TNF-a al medio de cultivo. En este tejido también se vio disminuida la
expresion de perilipinas al consumir PS. Las perilipinas son proteinas que impiden la
utilizacion de los lipidos contenidos en la vacuola lipidica del adipocito. Esto sugiere que
la PS en el tejido adiposo epididimal evito la lipolisis acelerada y riesgo de lipotoxicidad
mediada por TNF-a y perilipinas. Entonces, se concluye que la PS mantiene la
funcionalidad del tejido adiposo abdominal y epididimal a través de distintos mecanismos

en cada tejido.



Introduccion y Antecedentes

La obesidad es uno de los problemas de salud publica de mayor importancia en los
paises desarrollados, asi como en paises en desarrollo como el nuestro. El progreso de la
obesidad se asocia con un incremento en la prevalencia de enfermedades crénico
degenerativas como son enfermedades cardiovasculares, hipertension, hiperlipidemias,
resistencia a la insulina y diabetes tipo 2, lo que en conjunto forma el denominado
syndrome X o sindrome metabolico. La obesidad se define como un incremento excesivo

del tejido adiposo.

El tejido adiposo

Los adipocitos son las células que conforman al tejido adiposo. Estas células varian
mucho en tamafio (20-200 um de didmetro) y se encuentran embebidas en el tejido
conectivo compuesto por la matriz extracelular (1). En los Gltimos afios se ha entendido al
tejido adiposo no s6lo como el recurso principal para el almacén de lipidos y depdsito de
energia, sino como un conjunto de células con actividad enddcrina (2) de forma que el
numero de adipocitos funcionales contribuye en forma muy importante a determinar la
homeostasis de energia. La funcionalidad de estas células dependerd de su capacidad de
diferenciacion y del equilibrio que establezcan entre la via lipolitica y la lipogénica. Se ha
propuesto, también, que en condiciones patoldgicas, el tejido adiposo puede dejar de ser
sensible y responder deficientemente a las sefiales del medio dejando de censar el exceso de

glucosa y/o lipidos cirulantes (3).

La pérdida de la funcionalidad de los adipocitos se relaciona con una inadecuada
expresion génica de sus factores de transcripcién que controlan la expresion de genes
lipogénicos, asi como también a la falla en la sintesis de adipocinas y hormonas secretadas
por los adipocitos, y a la regulacion anormal de los procesos de diferenciacion de los

adipocitos. Estos mecanismos se describiran a continuacion.

El tejido adiposo metabdlicamente activo se caracteriza por conformarse de muchas

células pequefias ampliamente vascularizadas en las que incluye tanto a preadipocitos como
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adipocitos. Los preadipocitos se definen como células ausentes de lipidos en el citoplasma.
Los adipocitos inmaduros se caracterizan por tener pequeias gotas de grasa contenidas en
el citoplasma, mientras que los adipocitos maduros contienen gotas de grasa grandes y bien

definidas (4).

Cuando hay crecimiento del tejido adiposo se dan dos fendmenos, el de
hiperplasia, en donde los preadipocitos se transforman en adipocitos, lo que incrementa su
numero, y el de hipertrofia, en el cual los adipocitos formados incrementan su contenido de
lipidos, en especial, en forma de triglicéridos aumentando su volumen de forma
significativa. La hiperplasia se acompana de vascularizacion temporal, pero no la
hipertrofia. Cuando en un adipocito funcional hay necesidad de cubrir los requerimientos
energéticos del organismo, se liberan acidos grasos que puedan ser utilizados por los tejidos
como el musculo esquelético, el corazon, y el higado entre otros. En consecuencia, durante
la hipertrofia, la movilizacion de acidos grasos se ve alterada cuando no hay provision de
capilares para transportarlos (5, 6). Por esto se considera deseable que el tejido adiposo
esté formado por una gran cantidad de adipocitos pequefios funcionales. De esta manera, se
ha relacionado al mayor tamafio de las células adiposas o hipertrofia con una falta de

sensibilidad a las sefiales del medio, y por tanto, alterada funcionalidad.

En la obesidad inducida por dieta se comienza con hipertrofia de los adipocitos
preexistentes y se sigue con la expansion celular en donde nuevos adipocitos son reclutados
de la poblacién de preadipocitos. Sin embargo, cuando la obesidad es una alteracion ya
establecida, la expresion de genes refleja la existencia de hipertrofia de adipocitos. Estos
genes se relacionan con lipogénesis y otros parecidos estructuralmente a la citocina TNF-

a (7).

El ambiente hormonal y los factores de transcripcion presentes en el animal
determinan la diferenciacion hacia cada tipo celular. En el humano, los preadipocitos
inician su etapa de diferenciacion hasta células adiposas en la etapa embrionaria tardia,
aunque la mayor parte ocurre poco tiempo después del nacimiento (8). En la rata y el raton,
los preadipocitos inician su conversion después del nacimiento (9). Todas las especies
tienen la capacidad de diferenciar sus preadipocitos a lo largo de la vida en respuesta a las
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demandas corporales de almacenamiento de lipidos.

El desarrollo del tejido adiposo se ha estudiado in vitro en lineas celulares de dos
clases principales, que incluyen células de fibroblastos pluripotenciales, que pueden
comprometerse hacia linajes de adipocitos, miocitos o condrocitos y lineas celulares
unipotenciales de preadipocitos que solamente pueden dar origen a la linea de adipocitos.
Mediante el estudio de la linea celular unipotencial 3T3-L1 se ha logrado comprender la
conversion de preadipocitos en adipocitos maduros. Antes de diferenciarse, las células 3T3-
L1 se mantienen en estado de preadipocito por el factor transcripcional Pref-1, el cual
funciona como un inhibidor del proceso de diferenciacion (10). Al iniciar el programa de
diferenciacion, se eleva transitoriamente la expresion de los factores de transcripcion
conocidos como proteinas de unién al facilitador CCAAT B y & (C/EBP-B/5). Esto es
seguido de un incremento en los niveles de expresion del receptor activado por
proliferadores de peroxisomas y (PPARYy), factor critico para mantener el fenotipo del
adipocito maduro (11, 12). Ademas, la expresion de las proteinas de unidn a elementos de

respuesta a esteroles-1 (SREBP-1) también aumenta durante la diferenciacion del adipocito.

Aproximadamente en 5 a 7 dias después de la induccion de la diferenciacion, las
células contienen toda la maquinaria de enzimas relacionadas con los procesos de
lipogénesis y lipolisis, asi como otras proteinas responsables de modular el fenotipo del
adipocito maduro. Las células adquieren un aspecto redondeado y son capaces de acumular
lipidos. En los periodos de crecimiento del animal prevalece la hiperplasia celular,
mientras que en el adulto el nimero de células tiende a mantenerse constante, por lo que se
incrementa el tamafio del adipocito. La capacidad del tejido adiposo para almacenar
cantidades importantes de energia depende de la formacion de nuevos adipocitos. Ciertos
factores paracrinos (como los acidos grasos) liberados por los adipocitos hipertroficos
inducen la diferenciacion y el crecimiento de los preadipocitos circunvecinos, por lo que
aumenta la capacidad de almacenamiento del tejido (13). Por el contrario, la deficiencia de
energia estimula la liberacion de acidos grasos por aumento de la lipdlisis, generando
adipocitos de tamafio mas pequefio. Asimismo, la masa adiposa puede reducirse por la

pérdida de células a través del proceso de apoptosis (14).



Siendo que el tejido adiposo se encuentra ampliamente distribuido es necesario
definir los tipos de tejido adiposo por las zonas o regiones en donde se localizan. Asi, el
tejido adiposo visceral es el que incluye al tejido adiposo intraabdominal, retroperitoneal,
epididimal, mesentérico u omental. El tejido adiposo subcutaneo es el que se encuentra por

debajo de la dermis e incluye al tejido adiposo abdominal subcutaneo entre otros. (15)

El interés de este estudio fue analizar el metabolismo de adipocitos provenientes del
tejido adiposo epididimal e intraabdominal como tejidos adiposos de tipo visceral, pues se
ha explorado poco sobre las diferencias metabolicas de los dos depdsitos de grasa
mencionados. Se ha determinado que el tejido adiposo visceral constituye el 27% del
volumen total de masa grasa en humanos obesos, por lo tanto, el estudio de los mecanismos

de regulacion a los que esté sujeto es de suma importancia (16).

El comportamiento de las células adiposas varia segun su localizacion y ambiente
afectando el patron de expresion génica de los distintos depositos de grasa. Asi, el
incremento en el tejido adiposo intraabdominal se ha relacionado con alteraciones como
resistencia a la insulina, diabetes, hipertension arterial y dislipidemias. (17) Al respecto,
se ha visto que al remover la masa grasa visceral, pero no la subcutanea, hay un aumento en

la sensibilidad a la insulina (16).

Por otro lado, el fenomeno de hipertrofia en los adipocitos esta relacionado con una
mayor sintesis de citocinas como TNF-a e IL-6. Estas proteinas y otras secretadas por los
adipocitos tienen consecuencias importantes en la expresion de leptina, sensibilidad a la

insulina y metabolismo de los adipocitos.

Ademas, el tamafio de los adipocitos puede ser factor tnico de influencia en la
concentracion de RNA mensajero de leptina, pues la sintesis de novo de acidos grasos
correlaciona positivamente con el tamafio de los adipocitos (18). En este trabajo hemos
explorado estos procesos en el tejido adiposo visceral epididimal e intraabdominal con el

fin de conocer si son diferentes en tales depositos de grasa.



Se ha establecido que las catecolaminas tienen un mayor efecto lipolitico sobre el
tejido adiposo visceral que sobre el tejido adiposo subcutdneo abdominal. Esto puede
suceder a nivel de los receptores adrenérgicos, los cuales se encuentran en mayor
abundancia en el tejido adiposo visceral (17), activacion de la enzima adenilato ciclasa y
funcion acelerada de la lipasa sensible a hormonas por medio de la accion de AMP ciclico
(19). Si existe mayor actividad lipolitica en el tejido adiposo visceral, entonces existe una
mayor liberacion de 4cidos grasos libres por parte de este tejido. Se sabe que soélo el tejido
adiposo visceral drena via vena porta directamente hacia higado, por lo que la movilizacion
de acidos grasos libres hacia la circulacion, es mas rapida en tejido adiposo visceral que en
subcutaneo. Si bien, la incrementada capacidad lipolitica del tejido adiposo visceral puede
atribuirse a la regulacion lipolitica mediada por catecolaminas como anteriormente se
explicd, también podria deberse a una menor capacidad antilipolitica causada por una

menor sensibilidad a insulina en el tejido mencionado. (20, 21).

Otro fenomeno que explica las diferencias metabodlicas entre los depositos de grasa
es aquel en el que participan las proteinas desacopladoras o UCP’s (Uncoupling proteins).
Las proteinas desacopladoras o UCP’s estan involucradas en el control del acoplamiento
entre el transporte de electrones y el bombeo de protones para formar el gradiente
electroquimico que se emplea en la sintesis de ATP. De esta manera, modulan el
metabolismo de energia y son reguladas por la presencia de catecolaminas, insulina y
triyodotironina. Al regular el desacoplamiento de la sintesis de ATP de la cadena
respiratoria mitocondrial, las UCP’s son responsables de la produccion de calor por parte
tejido adiposo pardo (22, 20). Recientemente, se ha descrito que el tejido adiposo blanco
también puede adoptar esta funcion al expresar UCP’s. En un estudio se demostrd por
medio de analisis por Northern blot y/o PCR que el tejido graso retroperitoneal, y en menor
grado, el tejido adiposo epididimal, mesentérico e inguinal expresan esta familia de
proteinas. Todos los depositos de grasa anteriores representan al tejido adiposo visceral, por
lo que se concluye que el tejido adiposo que mayormente expresa UCP’s es el visceral. Las
implicaciones bioquimicas de las células que expresan UCP’s tienen que ver con adipocitos

con gotas de grasa multiloculares y mayor densidad de crestas mitocondriales. Asimismo,



las células adiposas tratadas con agonistas de receptores B-adrenérgicos o expuestas a bajas
temperaturas se convierten en células con morfologia similar a la del adipocito de tejido

adiposo pardo (23).

La reduccion observada en las concentraciones de RNA mensajero de las proteinas
UCP-1 y UCP-2 dentro del tejido adiposo visceral es compatible con una menor capacidad

de gasto energético en individuos con obesidad central (20, 22).

A pesar de que es aceptado que existen diferencias metabolicas entre los diferentes
depositos de grasa, los mecanismos por los cuales esto sucede no quedan completamente

entendidos a la fecha. (24)

Factores de transcripcion

Como se indicd, los receptores activados por proliferadores de peroxisomas
(PPARs) son una familia de factores de transcripcion nucleares que pertenecen a la
superfamilia de los receptores nucleares que unen metabolitos lipidicos; éstos juegan un
papel importante en la diferenciacion de adipocitos. Como los demas receptores nucleares,
los PPARs son reguladores de la expresion de genes cuya actividad trascripcional es
dependiente de un ligando. Los ligandos para los PPARs son acidos grasos poliinsaturados,
fibratos, genisteina y tiazolidinedionas. Las regiones aminoterminal de los receptores
muestran la secuencia menos conservada. La region carboxiloterminal es la responsable de
unir a su ligando, ademds contiene los motivos responsables de la dimerizacion; la region
consta de trece regiones o hélice y cuatro regiones tipo laminas (. La dimerizacién de
PPAR se da por medio de la unién a RXR o receptor de acido retinodico. Al igual que los
receptores esteroideos, los PPARs forman dedos de zinc, los cuales contienen una
secuencia especifica para la uniéon al DNA. Las zonas de union de los PPARs en el DNA
se llaman elementos de respuesta a proliferadores peroxisomales o PPREs, éstas son
secuencias repetidas directas compuestas por dos hexanucleotidos con secuencias consenso
AGGTCA separadas solamente por un nucleoétido. Esta secuencia o variantes de la misma
se han encontrado en regiones promotoras de multiples genes que se inducen por PPARs

como acil CoA oxidasa. Cuando el ligando se une al receptor, la proteina se convierte en
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una forma activa con mayor afinidad por el DNA. Esta union permite que el promotor del

gen potencie su transcripcion (24, 25, 26).

Existen tres formas de los PPARs: PPAR a, 6 y y. El PPAR a es la forma mas
abundante en el higado; el PPARS se expresa principalmente en musculo esquelético (27).
La expresion de PPARa estd relacionada con la expresion de enzimas y transportadores
asociados con la oxidacion de dacidos grasos, mientras que PPARy se localiza
principalmente en el tejido adiposo y su funcidn, entre otras, es la de inducir la expresion
de los genes involucrados en la lipogénesis. Ademds, PPARy aumenta la sensibilidad a la
insulina, la expresion del transportador Glut 4 y la expresion de UCP-2 y 3 en tejido
adiposo. También, es responsable de la disminucion en la expresion de leptina y de TNF-a
(27). Especificamente, la expresion de PPARy en preadipocitos que componen el tejido
adiposo subcutaneo abdominal es mayor que en preadipocitos de tejido adiposo omental
(22).

Al igual que los demds receptores nucleares, la actividad transcripcional es
dependiente de su ligando, ya que esto les permite interaccionar con coactivadores o
correpresores que median su efecto transcripcional, lo que explica que al mismo tiempo
puedan encender la expresion de algunos genes (mediante su interaccién con coactivadores)

y reprimir la expresion de otros (mediante su interaccion con correpresores).

Debe de existir un equilibrio entre las diferentes formas de PPARs para mantener un
balance entre la sintesis y oxidacion de los acidos grasos, pues cuando este equilibrio se

pierde, hay peligro de desarrollar obesidad y resistencia a la insulina (28, 29).

Por ejemplo, existe un desequilibrio en la actividad de los PPARs debido a un
aumento en la ingesta continua de energia. Bajo estas condiciones hay una sintesis
acelerada de lipidos en los adipocitos y estos pierden, con el tiempo, la capacidad de
almacenar acidos grasos por lo que entonces los acidos grasos son redirigidos a 6rganos
como higado, en donde se genera esteatosis o higado graso, o al pancreas, miocardio y
musculo esquelético. Los acidos grasos en estos tejidos son oxidados, sin embargo, el

exceso de acidos grasos que se dirige a estos tejidos es utilizado por vias no oxidativas
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formando ceramidas que contribuyen al proceso de lipotoxicidad, que se traduce en

alteracion en la funcion de estos 6rganos y finalmente a la muerte celular o apoptosis (30).

Acidos grasos de cadena larga

L1

Ceramidas

L1

Oxido nitrico

L1

Apoptosis

Figura 1. Lipotoxicidad. Muerte celular provocada por la presencia excesiva de acidos grasos en

organos no adiposos.

Una de las funciones mas importantes de PPARY, es la de estimular la lipogénesis
en los adipocitos. Este cambio ocurre a través del incremento de la expresion de los factores
de transcripcion SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding Proteins) o proteinas de
union a elementos regulatorios de esteroles que son una familia de factores que regulan la
sintesis de lipidos. Los SREBPs son factores transcripcionales de la familia hélice-asa-
hélice. La regién aminoterminal de los SREBP’s contienen un motivo de 40 a 50
aminoacidos que forman dos o hélices anfipaticas unidas por un asa o loop de longitud
variable. Los SREBPs forman homo o heterodimeros por la interaccion entre residuos
hidrofébicos en las caras correspondientes de las dos hélices, ademds contienen una region
basica adyacente a la zona hélice-asa-hélice, la cual se necesita para la union al DNA.
Generalmente la secuencia basica consta de quince aminodcidos, de los cuales seis son
altamente conservados (24,31). Los SREBP’s se sintetizan como una proteina precursora
unida al reticulo endoplasmico. Esta es transportada por SCAP (por sus siglas en inglés:
SREBP cleavage activating protein o proteina que activa el rompimiento de SREBP) hacia

el aparato de Golgi. Ahi, el SREBP es liberado de la membrana del aparato de Golgi por
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medio de la accion de dos proteasas: S1 y S2. Posteriormente, la porcién aminoterminal
que resulta del corte proteolitico es translocada al ntcleo con el fin de activar ciertos genes
(32, 33). Los genes que se transcriban en respuesta al proceso descrito dependeran de la

isoforma del factor de transcripcion.

Las isoformas de los SREBPs incluyen al SREBP-1a, al SREBP-1¢ y al SREBP-2.
El SREBP-1c es mucho mas abundante en tejidos animales, incluyendo al higado y al tejido
adiposo, sin embargo, el SREBP-1a, es el que se encuentra en mayor proporcion en células
cultivadas. El SREBP-2 se encarga de activar los genes necesarios para la sintesis de
colesterol, mientras que el SREBP-1 se encarga de la induccion de los genes que codifican
para enzimas encargadas de la sintesis de &cidos grasos y triacilglicéridos (34). El SREBP-
1 se regula de forma importante por la insulina, pues ésta aumenta su expresion,
incrementando, por tanto, la actividad lipogénica. Ademas, se ha propuesto que los acidos

grasos poliinsaturados son capaces de suprimir la expresion de SREBP-1 (17).

Adipocinas

Uno de los cambios mds importantes en la manera en que se entiende el
funcionamiento del tejido adiposo es el reconocimiento de su funcion enddcrina. El
establecimiento de la condicion de adipocito por los factores de transcripcion PPARy y
SREBP-1, entre otros, permitira que el tejido adiposo funcione como un érgano endocrino.
El tejido adiposo secreta adipocinas (hormonas y citocinas) que incluyen a la leptina, la
resistina, la adiponectina, la interleucina-6, el TNFa, la proteina quimoatrayente de
monocitos-1 (MCP-1) y el inhibidor de activador de plasminogeno-1 (PAI-1). La secrecion
de estas hormonas y citocinas dependera de la funcionalidad de los adipocitos, que a su vez
depende del desarrollo de la obesidad, de la alimentacion (tipo y distribucion de

nutrimentos) o de las condiciones de actividad fisica.

El TNF-a es una citocina que se sintetiza durante la respuesta inflamatoria.
Ultimamente se ha evidenciado la relacion entre la inflamacion y la resistencia a la insulina.

Se ha encontrado que el TNF-a regula la resistencia a la insulina como consecuencia de la
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obesidad, pues esta citocina se produce abundantemente en el tejido adiposo al cursar con

obesidad de tipo visceral inhibiendo la sefalizacion de insulina. (35).

Se ha propuesto, también, que el TNF-a en el adipocito desencadena una serie de
reacciones en donde participan las cinasas ERK haciendo que se aumente el AMP ciclico y
se inhiba la fosfodiesterasa 3B, lo que produce una disminucion de actividad y expresion de
perilipinas. Las perilipinas son proteinas que tienen la funcion de impedir la utilizacion de
los triglicéridos contenidos en las gotas de grasa del adipocito. Ademas el TNF-a también
tiene efecto directo sobre la lipasa sensible a hormonas (HSL). Estas acciones conducen a
un aumento de la lip6lisis y por lo tanto una elevacion de acidos grasos en sangre que se

dirigen a 6rganos no adiposos, aumentando el riesgo de desarrollar lipotoxicidad (36).

Al contrario que el TNF-a, la adiponectina mejora la sensibilidad a la insulina. Esta
adipocina, a la cual también se le ha denominado Acrp30 o AdipoQ, se produce
exclusivamente en el tejido adiposo. Esta es capaz de aumentar la expresion de UCP-2 y
acil CoA oxidasa, enzima involucrada en el catabolismo de 4cidos grasos. Por esta razon,
la adiponectina es capaz de reducir la concentracion de triacilglicéridos en el musculo v,
por tanto, disminuir el riesgo de desarrollar resistencia a la insulina. Especificamente, se ha
demostrado que la adiponectina aumenta la fosforilacion del receptor de insulina y el
sustrato del receptor de la insulina, proceso necesario para que se lleve a cabo la
translocacion del transportador de glucosa Glut 4 en células adiposas, de musculo e higado

(37).

Otras funciones de la adiponectina son suprimir los efectos del TNF-a y, por lo
tanto, inhibir la adhesion de monocitos y suprimir la expresion de moléculas de adhesion en
células endoteliales vasculares (38). Asimismo, la adiponectina aumenta la expresion “in
vivo” de PPARY y este factor aumenta, a su vez, la expresion de dicha adipocina (37). La

concentracion de adiponectina aumenta en animales sometidos a dietas hipoenergéticas (39,

40).
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Tabla 1. Hormonas y adipocitocinas secretadas por el tejido adiposo, funcién y sitio de actividad

Molécula Funcidon Actividad

Leptina Informa al cerebro sobre las reservas de | Autdcrina, Paracrina,
masa grasa Endécrina
Regula el proceso hambre/saciedad
Induce lipdlisis en el tejido adiposo

Adiponectina Implicada en el proceso contra la | Sobre hepatocitos, miocitos e
hiperlipidemia y resistencia a la insulina islotes pancreaticos

Resistina Induce resistencia a la insulina e inflamacion | Sobre células endoteliales y

miocitos

TNF-a. Interfiere con la sefializacion del receptor de | Sobre el adipocito y otras
insulina células

1L-6 Involucrado en el metabolismo de glucosay | Sobre el adipocito y otras
lipidos células

PAI-1 Inhibe al sistema fibrinolitico Sobre hepatocitos

Angiotensinégeno Participa en el flujo sanguineo del tejido | Sobre el adipocito y otras
adiposo y reesterificacion de los acidos | células
2rasos

Hormonas

La leptina es una hormona secretada por el tejido adiposo, la cual funciona
regulando la saciedad y el metabolismo de lipidos. La ausencia de leptina en humanos y
ratas provoca obesidad morbida y deposito de triglicéridos en tejidos no adiposos. Asi, se
ha encontrado que la secrecion de leptina incrementa al aumentar la masa grasa (41). A
pesar de que las concentraciones de leptina en plasma son mayores en sujetos obesos que
en no obesos, las concentraciones de leptina en plasma por unidad de masa grasa es menor
en humanos de edad avanzada y obesos comparados con individuos normales. Es asi como
las altas concentraciones de leptina por unidad de masa grasa se asocia con un fenotipo

magro y resistencia a la obesidad inducida por dieta en ratas (18).

Se ha visto que el RNA mensajero de leptina es mayor en adipocitos de tejido
adiposo subcutaneo que en adipocitos provenientes de tejido adiposo omental. Esto puede
explicarse por el hecho de que los adipocitos del tejido adiposo subcutaneo son mas
grandes que los adipocitos del tejido adiposo omental en donde la mayor concentracion del

mensajero estd dada por el tamano de las células. Sin embargo, se ha visto que la secrecion
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de leptina en sujetos obesos y no obesos es dos o tres veces mayor en tejido adiposo

subcutaneo que en tejidos adiposo visceral (20).

La hiperleptinemia puede convertir a los adipocitos en células con gran cantidad de
mitocondrias capaces de oxidar lipidos. Estos sufren deplecion de lipidos hasta en un 95%
(41, 42, 43). Sin embargo, la hiperleptinemia que acompaia a la obesidad no tiene este
efecto por la presencia de resistencia a la leptina, en donde se da la inhibicion de la
oxidacion y mantenimiento de la funcion de almacén. La resistencia a la leptina se ha
propuesto como una causa importante del sindrome metabolico al promover la falla de los
organos cargados de lipidos (44). La acumulacion de grasa en presencia de
concentraciones de leptina que, normalmente, depletarian de lipidos a los adipocitos, da
evidencia del bloqueo de la acciéon de esta hormona. Por ejemplo, los adipocitos de
organismos con hiperleptinemia son hipertroficos. El bloqueo en la actividad de la leptina,
durante la obesidad inducida por dieta, se debe, en parte, a la ausencia de su receptor.
También, se debe a una mayor expresion de moléculas que impiden la fosforilacion de la
cinasa Janus-2 o Jak-2. Esta molécula forma parte de la via de la sefializacion de la leptina
y es necesaria para que se de la transcripcion de algunos genes, transcripcion que esta
asociada a la unién de la leptina con su receptor. Un gen que se induce por la unién de la
leptina a su receptor, es la carnitina palmitoil transferasa-1 o CPT-1. Esta enzima participa

en el transporte de los 4cidos grasos de cadena larga hacia la mitocondria para ser oxidados

(45).

En resumen, la resistencia a la leptina se asocia la disminucion en el namero de
receptores o falla del receptor de la leptina, pero también con una desregulacion de la via de

la sefializacion de la leptina.

Otra hormona encargada de regular el equilibrio energético es la insulina, pues el
control del almacenamiento y liberacion de lipidos se da, en parte, por medio de dicha
hormona. Las bajas concentraciones de insulina facilitan la liberacion de acidos grasos a la
circulacion por funcion de la lipasa sensible a hormonas (HSL). Por el contrario, las altas

concentraciones de insulina limitan la acciéon de la HSL con lo que se promueve la

14



lipogénesis. La insulina también induce la captacion de glucosa en el adipocito a través de

la translocacion del transportador Glut 4 (46).

La liberacion de acidos grasos por parte del tejido adiposo, entonces, se suprime por
la insulina. Lo anterior sucede en individuos obesos y no obesos. Sin embargo, debido al
aumento en la masa grasa, la concentracion de acidos grasos en sangre se incrementa en
presencia de obesidad. El aumento en la concentracién de 4cidos grasos en circulacion
potencia la secrecion de insulina. Lo anterior se acompana de un efecto a largo plazo
denominado lipotoxicidad como se explico antes. Este evento es causado por los acidos
grasos presentes en células [ del pancreas, lo cual determina la relacion entre obesidad,

resistencia a la insulina y desarrollo de diabetes tipo 2.

Esto confirma que el tejido adiposo es altamente activo y finamente regulado al ser
el responsable del amortiguamiento del flujo de los 4cidos grasos en la circulacion
dependiente de los acidos grasos dietarios. Cuando la capacidad de amortiguamiento se
sobrepasa por un constante consumo de lipidos que rebasa la oxidacién de los mismos,
éstos tienen que depositarse en otros tejidos generando resistencia a la insulina entre otras

complicaciones (47).

La insulina y la leptina inhiben la funcion de algunas neuronas hipotalamicas, las
cuales se encargan de sintetizar al neuropétptido Y. Este neuropéptido estimula el consumo
de alimento y reduce el gasto energético promoviendo ganancia de peso. La administracion
central del neuropéptido Y causa resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa aun
cuando se previenen sus efectos sobre la ingestion de alimento. También se ha visto que en
condiciones de una sefalizacion disminuida tanto de insulina y/o leptina a nivel del
hipotdlamo existe mayor secrecion de neuropéptido Y, el cual contribuye a hiperfagia e

intolerancia a la glucosa. (48)

Otras hormonas que participan en el metabolismo del tejido adiposo son las
catecolaminas y los glucocorticoides. En el establecimiento del sindrome metabdlico

existen concentraciones elevadas de glucocorticoides en sangre, pues este incremento se
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relaciona con hipertension, resistencia a la insulina y dislipidemia (49). Por otro lado, los
agonistas de PPARYy reducen la activacion de los corticosteroides inhibiendo el riesgo para
el desarrollo de obesidad visceral, hiperlipidemia y resistencia a la insulina (50). Ademas,
como se describe anteriormente, las catecolaminas son potentes activadores de la lipolisis
en el tejido adiposo por medio de los adrenorreceptores Bi, B2 y B3, los cuales causan la

activacion de HSL (19).

Es, por lo tanto, importante en la investigacion actual sobre el desarrollo de la
obesidad buscar medios por los cuales se pueda mantener adipocitos funcionales capaces de
mantener el equilibrio de las concentraciones de lipidos, en especial, de triglicéridos, y de

esta manera reducir o evitar el fenomeno de lipotoxicidad.
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Figura 2. Metabolismo del tejido adiposo. Los factores de transcripcion PPARy y SREBP-1 inducen la diferenciacion de
preadipocitos. Estos mismos factores son responsables de la transcripcion de genes de enzimas lipogénicas. El PPARa
induce la expresion de genes de la via lipolitica. El adipocito maduro tiene la capacidad de almacenar energia en la vacuola
lipidica (rodeada por perilipinas) y secreta leptina, adiponectina y TNF-a y es 6rgano blanco de la insulina. Cuando se
aumenta la liberacion de TNF-a., se pierde sensibilidad a la insulina

Triglicéridos (TA); acidos grasos libres (AG).

Proteina de soya

Desde el punto de vista de nutricidon se reconoce que la ingestion de proteina vegetal
sobre la proteina animal reduce el riesgo de desarrollo de enfermedades coronarias.
Muchos estudios han demostrado que el consumo de la proteina de soya tiene beneficios en

la salud reduciendo las concentraciones de colesterol y triglicéridos séricos (40).

El frijol de soya ha tomado importancia por su contenido de hidratos de carbono
complejos, proteina, fibra soluble, fitoestrogenos y nutrimentos inorganicos. El contenido

de proteina en esta leguminosa es aproximadamente 35-40% (51). La proteina de soya se
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considera como un tipo de proteina completa, pues el patron de aminoacidos es el adecuado
y comparable con el estandar de oro, ovoalbumina. El frijol de soya tiene un porcentaje de
lipidos de 18 a 20% y un balance de 4cidos grasos poliinsaturados, monoinsaturados y

saturados deseable (58, 23 y 15%, respectivamente) (52).

En este trabajo se utiliz6 un aislado de proteina de soya, el cual contiene 86% de
proteina y referiremos a este aislado como “proteina de soya” (Anexo 1). Al respecto, se
sabe que los aislados de proteina de soya estdn compuestos en un 90% por dos tipos de
proteinas: la B-conglicinina o globulina 7S y la glicinina o 11S globulina. Estos péptidos
inducen una menor expresion de genes lipogénicos y mayor expresion de genes de enzimas
relacionadas con oxidacién de lipidos (53, 54, 55), aunque a la fecha se desconoce el

mecanismo por el cual ocurre esta respuesta.

En ensayos con diferentes modelos experimentales que incluyen al sindrome
nefrotico experimental, al de las ratas Zucker que tienen un defecto en el receptor de
leptina, o en el de obesidad inducida por dieta, se ha observado que el consumo de proteina
de soya reduce significativamente las concentraciones de colesterol y triglicéridos en suero
(56). Ademas, se ha observado en estos modelos que también se reduce la acumulacion de
triglicéridos y colesterol en el higado, lo cual indica que tiene la capacidad de reducir la
lipotoxicidad. Estos cambios en el higado se han visto asociados a una menor expresion del
factor de transcripcion SREBP-1 y de uno de los genes blanco regulados por este factor que
es la sintasa de los acidos grasos (57). Esta disminucion en la sintesis de acidos grasos en
higado se ha visto acompafnada de una disminucion de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL). Asimismo, se ha visto que la proteina de soya en la dieta aumenta la expresion y
concentracion plasmatica de adiponectina (39). Interesantemente, en todos estos modelos
experimentales se ha observado que la ganancia de peso de estos animales alimentados con
dieta que contiene proteina de soya es igual a la que tienen los animales alimentados con
caseina durante la etapa de crecimiento lineal. Sin embargo, en la vida adulta los animales
alimentados con caseina desarrollan obesidad. Se ha podido demostrar también que la dieta
conteniendo aislado de proteina de soya disminuye el peso del tejido adiposo, ademas de

triglicéridos, acidos grasos libres y glucosa en plasma (40). Esta evidencia implica que
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existe una diferencia en el balance del anabolismo y catabolismo lipidico y, posiblemente,
en la funcionalidad de los adipocitos de animales alimentados con proteina de soya en
comparacion con aquellos alimentados con caseina. Sin embargo, en la actualidad existe

poca informacion sobre los mecanismos que pudieran realizar estos cambios.

La presencia de las isoflavonas en la proteina de soya es importante, pues estos
compuestos presentan una estructura quimica parecida a los esteroides y tienen efectos
biologicos como antioxidantes y antinflamatorios. En un estudio en donde se estimul6 a los
adipocitos in vitro con genisteina, que es la principal isoflavona junto con la daidzeina, se
pudo observar una liberacion significativa de glicerol, lo que da evidencia de una lipdlisis
acelerada a causa de la adicion de genisteina (58). La genisteina también ha resultado ser
un potente inhibidor genérico de cinasas de residuos de tirosinas, con lo que puede afectar a

una gran variedad de procesos de transduccion.

Algunos estudios previos en nuestro grupo han mostrado que la proteina de soya
como un aislado que contiene proteina de soya e isoflavonas tiene su actividad protectora
por medio de la probable interaccion entre los dos componentes, pues la proteina de soya

libre de isoflavonas pierde su accion sobre el metabolismo de los animales tratados.
Asi, la proteina de soya puede tener influencia sobre la funcionalidad del tejido

adiposo y el metabolismo de lipidos, por lo que probar su efecto comparado con la caseina

se vuelve relevante y es el objetivo del presente protocolo de investigacion.
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Planteamiento del problema

La disfuncion del tejido adiposo puede tener consecuencias en el metabolismo de
lipidos y energético que se reflejen en el mal funcionamiento de algunos érganos como
higado y pancreas, los cuales se sabe que sufriran dafio y muerte celular por lipotoxicidad.
Lo anterior puede llevar a un aumento en el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas.
Esto sucede cuando el tejido adiposo altera su capacidad de sintesis de hormonas, expresion
génica y almacenaje de lipidos contribuyendo a la presencia patologica de lipidos en los

organos mencionados desarrollando lipotoxicidad.

Es posible que la dieta con proteina de soya tenga influencia en la funcion adecuada
del tejido adiposo. En estudios anteriores se ha demostrado que la dieta administrada a
ratas conteniendo proteina de soya es responsable de una mejora en el metabolismo de
lipidos al compararla con la dieta con caseina. Asi, la dieta con proteina de soya podria
tener efecto en el tejido adiposo disminuyendo la acumulacién de grasa visceral,

protegiendo de manera indirecta a otros tejidos.
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Justificacion

La obesidad representa, en la actualidad, un problema de salud publica. Se estima
que el 60% de la poblacion mexicana sufre de sobrepeso y el 40% ha desarrollado
obesidad. Como enfermedad cronica, la obesidad forma parte del sindrome metabdlico, en
el cual se incluye también resistencia a la insulina, enfermedades cardiovasculares e

hipertension.

La proteina de soya se ha descrito como un potente hipolipemiante. El efecto
hipolipemiante se ha visto asociado a su influencia sobre el metabolismo de lipidos. La
intencién de la presente investigacion es la de obtener conocimiento del efecto de la
proteina de soya sobre la funcionalidad del tejido adiposo manifestada a través del estudio
de la capacidad lipogénica, la expresion de genes asociados con la lipogénesis y la

producion de algunas adipocinas.
El mejor conocimiento de los mecanismos por los que el tejido adiposo regula el

metabolismo de lipidos y cémo las células adiposas mantienen su funcién es importante

para desarrollar nuevas formas de prevencion y tratamiento de la obesidad.
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Hipdtesis
En un modelo de obesidad inducida por dieta el consumo de proteina de soya tendrd
influencia sobre el tejido adiposo dando lugar a un menor tamafio de los adipocitos y mayor

capacidad funcional de las mismas células.

Objetivo general

Evaluar, en un modelo de obesidad inducida por dieta, el efecto de la proteina de soya
sobre la funcionalidad de los adipocitos del tejido adiposo epididimal e intraabdominal a
través de la determinacion de la actividad lipogénica, expresion de genes involucrados en el

metabolismo de lipidos y secrecion de adipocinas.

Objetivos especificos
Estudiar las caracteristicas morfoldgicas de los adipocitos del tejido adiposo epididimal e

intraabdominal provenientes de ratas alimentadas con proteina de soya o caseina.

Determinar la concentracion de colesterol y triglicéridos en suero de ratas pertenecientes a

los diferentes grupos de estudio.

Determinar la expresion de PPAR-y, de SREBP-1, de TNF-a, de CPT-1, de PPAR-a y de
perilipinas en tejido adiposo epididimal e intraabdominal de ratas alimentadas segin el

grupo de estudio al que pertenecen.

Conocer la tasa de sintesis de acidos grasos y colesterol en los adipocitos provenientes de

tejido adiposo epididimal e intraabdominal de ratas segin su alimentacion.
Medir la liberacion de hormonas o citocinas como leptina, adiponectina y TNF-a al medio

de cultivo de adipocitos de tejido adiposo epididimal e intraabdominal de ratas alimentadas

con proteina de soya y caseina.
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Metodologia

Diagrama de bloques

Plasma

J

Concentracion de:

Colesterol
Triglicéridos

Alimentar a las ratas con la siguiente
distribucioén:

Grupo 1: 30% caseina, 5% lipidos
Grupo 2: 30% caseina, 25% lipidos
Grupo 3: 30% soya, 5% lipidos
Grupo 4: 30% soya, 25% lipidos

J

De los siguientes compartimientos

determinar:

W

Tejido adiposo

/

Abdominal y Cultivo de
epididimal adipocitos
Sintesis de

Caracteristicas
histologicas

RNAmM de:

PPAR-y
SREBP-1
Perilipinas
PPAR-a
CPT-1
TNF-a

acidos grasos

Sintesis de
colesterol

Liberacion de:
TNF-a
Leptina
Adiponectina
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Material y Métodos

Alimentacion de las ratas

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho con peso inicial de 180 g provenientes del
Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias
Meédicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (DIEB-INCMNSZ), donde se llevd a cabo el
estudio, el cual duré 160 dias. El protocolo del presente estudio fue aprobado por el Comité
de Etica para uso de animales de experimentacién del INCMNSZ. Los animales se
mantuvieron en jaulas individuales con ciclos de luz/oscuridad de 12 h con libre acceso a la
dieta y al agua. Se registro diariamente el consumo de alimento y el consumo de energia
conforme a las kcal/g contenidas en cada dieta. La composicion de las dietas que se
administraron a los animales se explica en el Anexo 2. Todos los componentes de la dieta
se obtuvieron de Harlan Teklad, excepto el aislado de proteina de soya, el cual se obtuvo de

Protein Technologies.

Los grupos de estudio fueron los siguientes:

Grupo 1 (Cas). Es el grupo control, el cual se aliment6é con 30% de caseina como fuente de
proteina y 5% de lipidos provenientes de aceite de maiz (4 kcal/g).

Grupo 2 (Cas HF). Es uno de los grupos experimentales, el cual fue alimentado con 30%
de caseina, 20% de lipidos en forma de manteca y 5% de lipidos provenientes de aceite de
maiz (5 kcal/g)

Grupo 3 (Soy). Es un grupo experimental, también, al cual se le tratdé con una dieta que
contenia 30% de proteina de soya y 5% de lipidos provenientes de aceite de maiz (4
kcal/g).

Grupo 4 (Soy HF). Es otro de los grupos experimentales, éste fue alimentado con 30% de
proteina de soya, 20% de lipidos en forma de manteca y 5% de lipidos provenientes de
aceite de maiz (5 kcal/g).

Con base en lo anterior, se tienen dos variables de estudio, las cuales son: tipo de proteina y
concentracion de lipidos en la dieta. Estas dos fueron determinantes en los resultados

obtenidos de acuerdo con el objetivo del trabajo, el cual sefala, que en un modelo de
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obesidad inducida por dieta se evaluard la influencia de la proteina de soya sobre la

funcionalidad del tejido adiposo.

Obtencion de Muestras y Tejidos

Los animales se decapitaron o fueron anestesiados con pentobarbital (Pfizer, 12.6 mg/Kg)
por via intraperitoneal. Para los primeros se recolect6 la sangre en tubos con gel separador
y activador de coagulacion para la determinacion de pardmetros bioquimicos (triglicéridos
y colesterol). De los mismos animales se tomaron, también, muestras de tejido adiposo
visceral intraabdominal y epididimal para la extraccion del RNA total y cortes histoldgicos.
Para la obtencion de RNA, los tejidos se congelaron en nitrogeno liquido y se mantuvieron
a —80°C. Para el analisis histologico el tejido se mantuvo en formalina hasta su inclusion
en parafina como se describird. Los animales a los que se les anestesio se les extrajo el
tejido adiposo con el fin de obtener cultivo de adipocitos y, posteriormente, medir la
sintesis de acidos grasos y colesterol en el mismo cultivo. Ademas, el medio de cultivo se

utilizo para medir liberacion de citocinas como se explicard mas adelante.

Determinacion de parametros bioquimicos en suero

Con el fin de medir la concentracion de triglicéridos y colesterol en suero en los distintos
grupos de estudio, se obtuvo el suero de las ratas que fueron decapitadas después de 160
dias de alimentacion. Estos parametros se determinaron por métodos enzimaticos
colorimétricos a través de reactivos de diagnostico in vitro (Sera-Pak, Bayer Corporation).
También, en suero, se determinaron las concentraciones de leptina, adiponectina y TNF-a

como mas adelante se describira.

Extraccion de RNA total

El RNA total de los distintos tejidos adiposos viscerales (intraabdominal y epididimal) se
aislo por el método de Chomczynski (Chomczynski et al., 1987). Posteriormente, las
muestras (5 pg de RNA) se sometieron a electroforesis en un gel desnaturalizante de
formaldehido-agarosa al 1.5% para comprobar su integridad (Anexo 3). La concentracion
de RNA se cuantificd espectrofotométricamente a 260 nm; a esta longitud de onda 1
densidad optica equivale a 40 mg/ml, la pureza se determind como Optima cuando la

relacion de la absorbancia a 260/280 nm era mayor a 1.8.
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Determinacion de expresion génica por rt-PCR cuantitativo (tiempo real)

Para determinar si la proteina de soya en la dieta tiene efecto sobre la expresion génica y,
por tanto, en la funcionalidad del tejido adiposo, se cuantifico la expresion génica de
factores de transcripcion relacionados con el metabolismo de lipidos (PPARa, PPARy,
SREBP-Ic, Applied Biosystems, Rn00566193 ml, Rn00440945 ml,
ATOVARPEI1 PEl), perilipinas (Applied Biosystems, Rn00558672 ml) , CPT-1 y TNF-
o (Applied Biosystems, Rn00562055 m1) usando un equipo de PCR tiempo real (Sistema
de deteccion de secuencias ABI PRISM 7000, Applied Biosystems). La técnica consiste en
la obtencion de DNA complementario a partir de RNA por medio de la acciéon de la
transcriptasa reversa. Posteriormente, se llevd a cabo la amplificacion de los genes
mencionados utilizando el DNA complementario, la mezcla maestra (Applied Biosystems,
4304437) y los oligonucleotidos correspondientes. La mezcla se coloco en la placa
termocicladora del sistema de deteccion mencionado. La deteccion se realizé utilizando
sondas TagMan para cada gen y para actina (Applied Biosystems Rn00667869 m1) como
control endégeno para normalizar los valores de expresion. Anteriormente, se realizo el
rango dindmico de cada gen con el fin de conocer la concentracion ideal de amplificacion

de los mismos (Anexo 4).

Andlisis histologico

Para evaluar las caracteristicas morfologicas de los adipocitos provenientes del tejido
adiposo intraabdominal y epididimal de ratas alimentadas segin se explico, se hizo un
analisis histologico. Las muestras que habian sido almacenadas en formalina se trataron
con solventes organicos para posteriormente ser embebidas en parafina. Los bloques se
cortaron en secciones de cuatro micras de espesor utilizando un microtomo. Los mismos
se posicionaron en un portaobjetos en donde la muestra fue desparafinada. La muestra fue,
entonces, tefiida con hematoxilina y eosina (colorantes catidbnico y anidnico
respectivamente) con el fin de evidenciar DNA y proteinas. Después, se determind el area
de los adipocitos usando un programa de analisis de imagen (Leica Q500-IW) adaptado a

un microscopio (LeicaDMLS) (45).
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Cultivo de adipocitos

Con el objeto de conocer la sintesis de acidos grasos y colesterol y medir la liberacion de
hormonas y citocinas por adipocitos abdominales y epididimales de ratas utilizadas en el
estudio se prepararon cultivos de adipocitos. Algunas de las ratas alimentadas con las
dietas anteriormente mencionadas se anestesiaron para obtener aproximadamente 1g de
tejido adiposo abdominal y epididimal. Para el aislamiento de las células se valio del
método de Rodbell (Rodbell, 1968) con algunas modificaciones como se describe a
continuacion. El tejido adiposo se pico en amortiguador Krebs Ringer HEPES con adicién
del 2% albimina sérica bovina libre de acidos grasos (Roche, 10775835001). Se elimino el
amortiguador para posteriormente afiadir 10 ml del mismo amortiguador complementado
con 1.25 mg/ml de colagenasa tipo II (Roche) a 37° C con agitacién a 100 ciclos/min
durante 45 min.

La suspension se diluy6 en 13 ml del amortiguador frio y los adipocitos se separaron de
otras células por medio de filtracion con cuatro capas de gasa. A la mezcla se le afiadieron
50 ml del amortiguador frio y se centrifugd a 400 x g por 5 min. Este paso se repitio tres
veces suponiendo que las células del estroma y otras fueron eliminadas al vaciar la solucion
por aspiracion, pues las células flotantes corresponden a los adipocitos a estudiar. Por
ultimo, las células se enjuagaron con 13 ml de medio de cultivo D'MEM (Dubelcco’s
Modified Eagle Medium, Gibco, 12100-046) con 10% de suero fetal bovino (Gibco, 16000-
044) y se repitiod la centrifugacion.

Las células que quedaron en el paquete flotante se colectaron como adipocitos primarios, se
contaron en un hematocitometro y se sembraron 10° células en cajas de Petri conteniendo 2
ml de medio de cultivo con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibidtico-antimicotico
(Gibco, 15240-062).

Anteriormente, se determind el porcentaje de viabilidad de las mismas utilizando azul de

Tripan. Este porcentaje resultdo 90% o mayor para todos los ensayos.

Medicién de la sintesis de acidos grasos y colesterol

Al medio de cultivo en donde se incubaron las células se le adiciond acetato de sodio
marcado radiactivamente [1-'*C] (CFA13, Amersham Biosciences) a una actividad
especifica de 18-21 dpm/pmol y una concentracion final de 0.5 mM durante 3 y 6 h. El

medio de cultivo en cada caja se transfirié a un tubo de vidrio y la monocapa de células,
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después de ser lavada tres veces consecutivas, se disolvio en 1 ml de NaOH 0.1 N. Las
células y el medio se pusieron en contacto de nuevo y se tomo una alicuota para el calculo
de la concentracion de proteina total. A la suspension de células y medio de cultivo se le
agregaron 2 ml de etanol, 1 ml de KOH al 75% y 10 pl de solucién acarreadora de
colesterol [1,2 *H] (50 Ci/mmol), (TRK330, Amersham Biosciences) y 10 ul de solucion
acarreadora de acido oléico [9, 10(n)- *H] (8 Ci/mmol), (TRK 140, Amersham Biosciences).
La suspension se someti6 a Bano Maria a una temperatura de 75°C durante 1 h. Después de
que se dejo enfriar toda la noche, la fase organica (colesterol) se extrajo con éter de
petréleo (JT Baker) y se evapor6 con gas de nitrogeno. La fase acuosa restante se tratd con
hexano (JT Baker) con el fin de extraer la fase superior u organica y, con ella, los acidos
grasos. Esta segunda extraccion orgédnica también se evapord a sequedad. Los residuos
fueron, entonces, transferidos a una placa de cromatografia en capa fina (Sigma-Aldrich,
Z122777-25EA) para medir la incorporacion del acetato en lipidos. El corrimiento de los
residuos que contenian colesterol se llevo a cabo con cloroformo, y el corrimiento de los
residuos de acidos grasos se hizo a partir de una solucion con heptano, acido acético y éter
de petrdleo. El revelado de las placas con yodo sublimado (JT Baker) permitié obtener las
manchas en donde se rastrearon los acidos grasos y colesterol formados a partir de acetato
de sodio. Ademas, éstas contenian colesterol o acidos grasos tritiados como moléculas
acarreadoras. Las manchas de lipidos sobre la silica gel fueron raspadas e incluidas en un
frasco de centelleo conteniendo 4 ml de liquido de centelleo a base de xileno. Las
emisiones beta del '“C y del 3H se determinaron, finalmente, en un contador de centelleo
(Wallac 1411, Liquid Scintillation Counter) (59-64). La incorporacion de acetato marcado a

colesterol o a acidos grasos se expres6é como pmoles/h x mg de proteina.

Medicion de la concentracion de citocinas en suero o liberadas al medio de cultivo

Para el cumplimiento del objetivo que propone medir la liberacion de adipocinas por
adipocitos de ratas alimentadas seglin el grupo de estudio se utilizaron dos técnicas. La
liberacion o concentracion sérica de leptina y adiponectina se determind por medio de un
radioinmunoanalisis comercial que contiene un antigeno marcado radiactivamente (Linco

Diagnostics, RL-83K, MADP-60HK). La concentracion en suero de TNF-a y la cantidad

de TNF-a liberada al medio de cultivo se midié por ensayos de ELISA basados en
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inmunoensayos tipo sandwich usando anticuerpos especificos (Alpco Diagnostics, 45-

UTNFAR-3014) (65-68).

Andlisis estadistico

Los resultados se encuentran expresados como la media de cada grupo mas/menos el error
estandar de la media. Las diferencias entre los valores obtenidos por las técnicas descritas
se evaluaron por un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de p<0.05.
Las diferencias significativas entre el grupo control y los experimentales se determinaron
por medio de la prueba de Fisher usando el programa StatView para Macintosh. Se sefialan
las diferencias entre los valores con letras distintas indicando diferencias estadisticamente

significativas (a>b>c>d, p<0.05).
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Resultados

1. Cultivo de adipocitos. Se aislaron exitosamente adipocitos provenientes del
tejido adiposo a estudiar (intraabdominal y epididimal). Durante la estandarizacion
de la técnica se obtuvo un porcentaje de viabilidad celular correspondiente a 90% o
mayor en el cultivo celular. Ademads, durante la obtencion de las células, y en cada
paso de lavado, se fijaron células con el objeto de observarlas y verificar la
presencia de adipocitos. Por medio de este ensayo se demostrd que las células
cultivadas corresponden a células con caracteristicas morfologicas de células

adiposas como a continuacion se muestra.

Tejido adiposo intraabdominal Tejido adiposo epididimal

2. Alimentacién de las ratas. A continuacién se muestran las gréaficas de
ganancia de peso y consumo de alimentos de los animales que fueron utilizados para
el presente estudio. Los resultados revelan una ganancia de peso mayor para los
animales que fueron alimentados con caseina y 25% de lipidos, como se esperaba.
A pesar de que el mismo porcentaje de lipidos se empled para alimentar a las ratas
del grupo soya—grasa, éstas no ganaron el mismo peso que el grupo alimentado con
caseina y grasa. Por las razones anteriores, y por la menor ganancia de peso para el

grupo de soya, el modelo utilizado fue un modelo de obesidad inducida por dieta.
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El consumo de alimento resultdé ser menor para los animales con mayor porcentaje
de lipidos en la dieta (25%), o bien para los grupos Cas HF y Soy HF. Sin embargo,
cuando se ajusto el consumo de alimento al consumo de energia, encontramos que
los animales de diferentes grupos mantuvieron una ingestion de energia similar

durante el tiempo de alimentacion.
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Grafica 1. Ganacia de peso, n=15, a>b>c, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
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Grafica 2. Consumo de alimento, n=15

Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

Consumo de energ’a (kcal/dia)

Los valores se expresan como promedios +/- el error estdndar de la media.
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Grafica 3. Consumo de energia, n=15
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3. Medicién de la sintesis de acidos grasos y colesterol. Al medir la sintesis de lipidos
por adipocitos se observd que, en primer lugar, la sintesis de colesterol es mucho menor
que la sintesis de 4acidos grasos en el tejido adiposo. Se nota, en todos los casos
(sintesis de acidos grasos o colesterol en tejido adiposo abdominal y epididimal) que
existe, significativamente mas produccion de lipidos por parte de los adipocitos
provenientes de ratas alimentadas con 5% de lipidos en comparacion con ratas
alimentadas con 25% de lipidos. De esta forma, hay 2.5 a 4 veces mas produccion de
acidos grasos por parte de ratas alimentadas con 5% de lipidos y alrededor de 2.5 a 7

veces mas sintesis de colesterol en ratas que consumieron 5% de lipidos.
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Gréfica 4. Sintesis de 4cidos grasos a partir de acetato de sodio ['*C] en adipocitos abdominales en

cultivo durante 3 h, n=4, a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 5. Sintesis de acidos grasos a partir de acetato de sodio [*C] en adipocitos epididimales en
cultivo durante 3 h, n=4, a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

Las excepciones de la afirmacion de la mayor produccion de lipidos por parte de
adipocitos provenientes de animales alimentados con 5% de lipidos son dos. Una de
ellas es la sintesis de acidos grasos en tejido adiposo abdominal durante 6 h de cultivo,
en donde se ve que hay mayor produccion de acidos grasos por parte de los adipocitos
provenientes de ratas alimentadas con proteina de soya y 25% de lipidos que por parte

de adipocitos de ratas alimentadas con caseina y 25% de lipidos (Grafica 6).
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Grafica 6. Sintesis de acidos grasos a partir de acetato de sodio ['*C] en adipocitos abdominales en

cultivo durante 6 h, n=4, a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Gréfica 7. Sintesis de 4cidos grasos a partir de acetato de sodio ['*C] en adipocitos epididimales en

cultivo durante 6 h, n=4, a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Gréfica 8. Sintesis de colesterol a partir de acetato de sodio ['*C] en adipocitos abdominales en

cultivo durante 3 h, n=4, a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 9. Sintesis de colesterol a partir de acetato de sodio ['*C] en adipocitos epididimales en

cultivo durante 3 h, n=4, a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 10. Sintesis de colesterol a partir de acetato de sodio ['C] en adipocitos abdominales en

Los valores se

cultivo durante 6 h, n=4, a>b, p<0.05
expresan como promedios +/- el error estandar de la media.

Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

Otra excepcion a la tendencia mencionada es la sintesis de colesterol por parte del tejido

adiposo epididimal en donde no hay diferencias significativas entre los grupos de

alimentacion (Grafica 11).
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Grafica 11. Sintesis de colesterol a partir de acetato de sodio ['*C] en adipocitos epididimales en

Los valores se

cultivo durante 6 h, n=4
expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
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También se concluye, de esta serie de graficas, que a las 6 h de incubacidn con acetato hay
menor concentracion de acidos grasos formados a partir de acetato marcado que a las 3 h de

cultivo por lo que se graficaron las diferencias (Gréfica 12).
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Grafica 12. Sintesis de acidos grasos en adipocitos abdominales en funcion del tiempo

A partir de esta grafica se podria especular que después de las 3 h de cultivo la disminucion
en la incorporacion de acetato marcado a los acidos grasos posiblemente se deba a una
oxidacion de estos, sin embargo se requieren estudios posteriores para confirmarlo. Si este
es el caso, la oxidacion seria mayor en los cultivos de adipocitos de ratas que consumieron

una dieta con 5% de lipidos.
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4. Determinacion de parametros bioquimicos en suero. Las siguientes graficas muestran la
concentracion de colesterol y triacilglicéridos en el suero de las ratas que fueron
alimentadas con las diferentes dietas. La concentracion de triacilglicéridos en suero resultd
significativamente menor en el grupo que fue alimentado con proteina de soya y 5% de
lipidos. Resultaron diferentes los valores del grupo alimentado con caseina y el grupo
alimentado con soya (1.7 veces menor), ambos con una concentracion de lipidos en la dieta
del 5%, por lo cual la soya en la dieta fue determinante para prevenir el establecimiento de

hipertriglieridemia. (Grafica 13)
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Grafica 13. Concentracion de triacilglicéridos en suero, n=4, a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Por su parte, la concentracion de colesterol en suero fue menor en el grupo alimentado
con proteina de soya y 5% de lipidos de igual forma que la concentracion sérica de
triacilglicéridos. Sin embargo, el tipo de proteina no resultd ser la variable que tiene
influencia sobre la concentracidon sérica de colesterol, sino la concentracion dietaria de
lipidos al haber diferencias significativas entre el grupo de animales alimentados con
proteina de soya y proteina de soya con 25% de lipidos (Grafica 14). Asi, la

concentracion de colesterol en el grupo Soy es 1.2 veces menor que Soy HF.
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Grafica 14. Concentracion de colesterol en suero, n=3, a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

5. Medicioén de la concentracion de hormonas y citocinas liberadas. Después de 3 y 6 h de
cultivo se midi6 la concentracion de leptina liberada al medio. Las mayores
concentraciones de leptina son liberadas por adipocitos provenientes de tejido adiposo
intraabdominal de ratas alimentadas con caseina y grasa y de ratas alimentadas con soya y
grasa. Las diferencias que se indican son significativas mostrando que la obesidad inducida

por dieta provoca una mayor secrecion de la hormona. La concentracion de leptina en
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suero depende del tipo de proteina dietaria y la concentracion de lipidos en la dieta (Grafica
15), pues existe 2.6 veces mayor concentracion de leptina en el suero del grupo Cas HF con
respecto al grupo Cas y es 2 veces mas abundante la leptina en suero del grupo Cas HF en

comparacion con el grupo Soy HF.

ug/ul
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Grafica 15. Concentracion de leptina en suero, n=3, a>b>c>d, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

La liberacion de leptina al medio de cultivo, después de 3 h de incubacion, fue mayor
por células adiposas abdominales de ratas alimentadas con 25% de lipidos. En estas
células, la presencia de grasa saturada en la dieta de animales que consumieron caseina
aumento la liberacion de leptina 2.5 veces, pero en animales que consumieron proteina
de soya esta liberacion fue 1.3 veces mayor. Sin embargo, no se encontraron tales
diferencias en los valores de leptina liberada al medio de cultivo por adipocitos

epididimales (Graficas 16 y 17).
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Grafica 16. Liberacion de leptina por adipocitos abdominales en cultivo durante 3 h, n=4, a>b,
p<0.05

Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 17. Liberacion de leptina por adipocitos epididimales en cultivo durante 3 h, n=4
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
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Grafica 18. Concentracion de adiponectina en suero, n=3, a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

La concentracion de adiponectina en suero fue mayor en los grupos alimentados con
caseina (Grafica 18). La adiponectina es la adipocina que se secreta en mayor
proporcion, por lo que la mayor concentracion sérica de adiponectina podria ser reflejo
de un mayor porcentaje de masa grasa en estos animales. Asi, la concentracion de
adiponectina se normalizé utilizando la concentracién de leptina en suero como un

indicador de adiposidad dando lugar a la siguiente grafica (Grafica 19).
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Grafica 19. Relacion adiponectina/leptina en suero, n=3, a>b>c>d, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

La relacion adiponectina/leptina resultdé 1.5 veces mayor en el suero de ratas
alimentadas con proteina de soya y 5% de lipidos con respecto al suero de ratas que
consumieron caseina 'y 5% de lipidos, lo cual sugiere que la proteina de soya en la dieta

promueve mayor sintesis de adiponectina por unidad de masa grasa (Grafica 19).

También se midid la liberacidn, in vitro, por 3 y 6 h, de adiponectina al medio de
cultivo de adipocitos. En todos los casos se observa una tendencia similar, es decir, los
valores de liberacion de adiponectina son mayores por adipocitos de ratas alimentadas
con proteina de soya y 5% de lipidos (Soy). Sin embargo, s6lo se encontraron
diferencias significativas entre los grupos Soy y Soy HF mostrando que la mayor
concentracion dietaria de lipidos tiene influencia sobre la secrecion de adiponectina,

disminuyéndola de 2 a 2.4 veces (Graficas 20-23).
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Grafica 20. Liberacion de adiponectina por adipocitos abdominales en cultivo durante 3 h, n=4,
a>b, p<0.05

Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 21. Liberacion de adiponectina por adipocitos epididimales en cultivo durante 3 h, n=4
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
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Cas Cas HF Soy Soy HF
Grafica 22. Liberacion de adiponectina por adipocitos abdominales en cultivo durante 6 h, n=4,
a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 23. Liberacion de adiponectina por adipocitos epididimales en cultivo durante 6 h, n=4,
a>b, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Otra adipocina que fue medida en suero y en el medio de cultivo de adipocitos fue
TNF-a. En suero, la concentraciéon de TNF-a no fue diferente entre los grupos. Esto

quiere decir que no hubo una respuesta inflamatoria generalizada, dependiente de TNF-

a en el modelo animal utilizado (Grafica 24).
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Grafica 24. Concentracion de TNF-q en suero, n=3
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
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Al determinar la concentracion de TNF-a en el medio de cultivo de células adiposas en
los dos tejidos adiposos por 3 y 6 h, se encontraron diferencias entre los grupos solo al
analizar la liberacion de la citocina por adipocitos epididimales cultivados por 3 h. En
este caso, la liberacion de TNF-a es mayor por parte de células adiposas provenientes
de ratas alimentadas con caseina y 25% de lipidos con respecto a las células adiposas de
ratas alimentadas con proteina de soya y 25% de lipidos. En los demas casos, se nota

una tendencia similar sin llegar a la significancia (Graficas 25-28).
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Gréfica 25. Liberacion de TNF-a por adipocitos abdominales en cultivo durante 3 h, n=4
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
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Grafica 26. Liberacion de TNF-a por adipocitos epididimales en cultivo durante 3 h, n=4, a>b,
p<0.05

Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 27. Liberacion de TNF-a por adipocitos abdominales en cultivo durante 6 h, n=4
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
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Grafica 28. Liberacion de TNF-a por adipocitos epididimales en cultivo durante 6 h, n=4

Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.

6. Determinacion de la expresion génica por RT-PCR cuantitativo (tiempo real)

La expresion, medida como la abundancia relativa de RNAm de PPARY fue distinta en
tejido adiposo abdominal y epididimal. La expresion de PPARy en tejido adiposo
abdominal fue significativamente mayor cuando los animales fueron alimentados con
proteina de soya y 5% de lipidos. Sin embargo, en el tejido adiposo epididimal los
valores mas altos de expresion de PPARy corresponden a los grupos Soy HF y Cas.
Esto nos da idea de que el tejido adiposo responde de diferente forma dependiendo de la
region de donde se extraiga. Como se explico, PPARy induce la transcripcion de genes
lipogénicos, por lo que en tejido adiposo abdominal hay mayor expresion de genes
lipogénicos por parte de animales que consumieron proteina de soya y 5% de lipidos.
Sin embargo, en el tejido adiposo epididimal el mismo comportamiento se observd por

parte de los animales que consumieron caseina'y 5% de lipidos o proteina de soya con

25% de lipidos (Graficas 29 y 30).
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Grafica 29. Abundancia relativa de mRNA Grafica 30. Abundancia relativa de mRNA
de PPARY en tejido adiposo abdominal, n=3 de PPARY en tejido adiposo epididimal, n=3

Los valores son relativos a la expresion de actina y se expresan como promedios +/- el error
estandar de la media. Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

Las perilipinas, como ya se menciond, son proteinas que previenen la utilizacion de los
lipidos contenidos en la vacuola lipidica de los adipocitos. En el tejido adiposo
abdominal, la alta concentracion de lipidos en la dieta promueve la menor expresion de
perilipinas. Sin embargo, en el tejido adiposo epididimal , la mayor expresion de este
gen se da en ratas alimentadas con soya y 25% de lipidos, la cual es significativamente
diferente de la expresion dada por el grupo de animales alimentado con caseina y 25%
de lipidos. Por lo tanto, en el tejido adiposo epididimal, la proteina de soya dietaria en
presencia de altas concentraciones de lipidos, puede disminuir la expresion de

perilipinas (Graficas 31 y 32).
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Grafica 31. Abundancia relativa de mRNA Grafica 32. Abundancia relativa de mRNA
de perilipinas en tejido adiposo abdominal, n=3 de perilipinas en tejido adiposo epididimal, n=3

Los valores son relativos a la expresion de actina y se expresan como promedios +/- el error
estandar de la media. Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

El factor de transcripcion PPARa, al contrario que PPARYy, promueve la transcripcion
de genes que intervienen en el proceso lipolitico. En el tejido adiposo abdominal, este
proceso se vio incrementado cerca de 3 veces cuando los animales fueron alimentados
con proteina de soya y 5% de lipidos con respecto a aquéllos alimentados con caseina y
5% de lipidos. Por otra parte, la expresion de este mismo factor se abate en tejido
adiposo epididimal de ratas alimentadas con soya en comparacion con aquéllas

alimentadas con caseina (Graficas 33 y 34).
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Grafica 33. Abundancia relativa de mRNA
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Los valores son relativos a la expresion de actina y se expresan como promedios +/- el error
estandar de la media. Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

Cuando se midi6 la expresion de SREBP-1, el cual induce la expresion de genes
necesarios para la sintesis de acidos grasos, se encontraron resultados similares a los
que se encontraron al medir la expresion de PPARa. Por ejemplo, en tejido adiposo
abdominal, la méxima expresion del factor se dio por las ratas alimentadas con soya y
5% de lipidos, la cual result6 2.3 veces mayor que la expresion dada por la alimentacion
con caseina y 5% de lipidos. Sin embargo, la alimentaciébn con soya,
independientemente de la concentracion de lipidos disminuye la expresion de SREBP-
1 en tejido adiposo epididimal 2.2 veces. Esto sugiere que, probablemente, la
lipogénesis dependiente de SREBP-1, es mayor en tejido adiposo abdominal cuando la
dieta estd basada en proteina de soya, contrariamente a lo observado en el tejido

adiposo epididimal.
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Grafica 34. Abundancia relativa de mRNA
de PPARa en tejido adiposo epididimal, n=3
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Grafica 35. Abundancia relativa de mRNA Grafica 36. Abundancia relativa de mRNA
de SREBP-1 en tejido adiposo abdominal, n=3 de SREBP-1 en tejido adiposo epididimal, n=3

Los valores son relativos a la expresion de actina y se expresan como promedios +/- el error
estandar de la media. Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.

En cuanto a la concentracion del mensajero de TNF-a, en tejido adiposo abdominal y
epididimal, ésta es mayor cuando los animales se alimentaron con caseina y 25% de
lipidos. Las diferencias entre los tejidos adiposos fueron importantes, pues la expresion
de TNF-a en tejido adiposo abdominal se incrementd en el grupo de caseina con
respecto al grupo de soya, s6lo cuando las dietas se acompanaron de grasa saturada
(25% de lipidos). Pero en el tejido adiposo epididimal, todos los grupos mantuvieron
una expresion similar a excepcion del grupo Cas HF, el cual tuvo el doble de expresion

de la citocina con respecto a su control, Cas (Graficas 37 y 38).
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Grafica 37. Abundancia relativa de mRNA Grafica 38. Abundancia relativa de mRNA
de TNF-a en tejido adiposo abdominal, n=3 de TNF-a en tejido adiposo epididimal, n=3

Los valores son relativos a la expresion de actina y se expresan como promedios +/- el error
estandar de la media. Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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También se midio la expresion de CPT-1, enzima encargada de transportar a los acidos
grasos de cadena larga hacia la mitocondria para ser oxidados. La dieta no tuvo

influencia sobre la expresion de este gen en ninguno de los tejidos.
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Grafica 39. Abundancia relativa de mRNA Grafica 40. Abundancia relativa de mRNA
de CPT-1 en tejido adiposo abdominal, n=3 de CPT-1 en tejido adiposo epididimal, n=3

Los valores son relativos a la expresion de actina y se expresan como promedios +/- el error
estandar de la media.
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7. Analisis histologico

Con el propésito de conocer el area de las ¢

¢lulas adiposas en los distintos tejidos y en

animales con las dietas experimentales mencionadas se prepararon cortes y tinciones

como se explica anteriormente. A continuacion se muestran fotografias representativas

de los cortes utilizados (20x).
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Figura 3. Micrografia optica de tejido adiposo de
ratas alimentadas con caseina

Figura 4. Micrografia optica de tejido adiposo de
ratas alimentadas con caseina y grasa

Figura 5. Micrografia optica de tejido adiposo de
ratas alimentadas con soya

Figura 6. Micrografia optica de tejido adiposo de
ratas alimentadas con soya y grasa
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En las graficas 41 y 42 se muestran los datos de area de los adipocitos abdominales y
epididimales. Los resultados indican que, tanto el tipo de proteina, como la
concentracion de lipidos en la dieta, tienen influencia sobre el tamafio de los adipocitos
abdominales y epididimales. Asi, las células significativamente mas pequefias
resultaron las células de animales que consumieron proteina de soya y 5% de lipidos.
Ademas la proteina de soya es protectora contra la hipertrofia del tejido adiposo, pues a
pesar de que se alimentaron las ratas con proteina de soya y 25% de lipidos, las células
provenientes de estos animales mantuvieron un tamafio celular mas pequefio que las
células de ratas que consumieron caseina y 5% de lipidos. La concentracion de lipidos
en la dieta tiene influencia, también sobre el tamafio de los adipocitos al ser mas
grandes si la dieta de los animales a los que se extrajo el tejido adiposo contenia 25% de

lipidos.
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Grafica 41. Promedio del area de adipocitos abdominales, n=3, a>b>c>d, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 42. Promedio del area de adipocitos epididimales, n=3, a>b>c>d, p<0.05
Los valores se expresan como promedios +/- el error estandar de la media.
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas.
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Resumen de resultados

*  Existe menor sintesis lipidos, menor liberacion de adiponectina y mayor liberacion de
leptina al medio de cultivo por adipocitos de animales que fueron alimentados con
una alta concentracion de lipidos.

®* La proteina de soya disminuye la concentracion de leptina y triacilglicéridos y
aumenta la relacion adiponectina/leptina en suero.

®* La proteina de soya promueve menor liberacion de TNF-a al medio de cultivo de
adipocitos epididimales, pero no abdominales.

* El mensajero de TNF-a se expresa menormente en ambos tejidos cuando los animales
fueron alimentados con proteina de soya.

®* La proteina de soya promueve mayor expresion de perilipinas en tejido adiposo
epididimal.

* Laproteina de soya en la dieta incrementa la concentracion del mensajero de SREBP-
1, PPARyy PPAR a en tejido adiposo abdominal, pero no en epididimal.

* Laproteina de soya en la dieta previene la hipertrofia del tejido adiposo.
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Discusion

El rapido incremento en la incidencia de obesidad y las alteraciones relacionadas a
la enfermedad, particularmente el sindrome metabolico, se ha convertido en una razén

importante para el estudio profundo del tejido adiposo y su funcién (69).

El desarrollo del tejido adiposo visceral podria tener influencia sobre el desarrollo
del sindrome metabdlico como se ha planteado en estudios anteriores (70). En el
presente estudio y estudios anteriores en nuestro laboratorio, se demostré que la
proteina de soya protege a los animales contra la ganancia de peso y obesidad (Graficas
1, 2 y 3). Por esta razon, el objetivo del trabajo fue determinar si la proteina de soya

tenia efecto sobre el metabolismo del tejido adiposo visceral.

Al respecto, se ha demostrado que si se sustituye la proteina de origen animal por
proteina de origen vegetal en la dieta se disminuye el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (71). Especificamente, Nagasawa y colaboradores
encontraron cambios favorables en la expresion de genes del tejido adiposo epididimal
en respuesta a la alimentacion con un aislado de proteina de soya (40). En el trabajo
anterior se encontrd, también, que las concentraciones de colesterol y triacilglicéridos
en suero disminuyeron al consumir proteina de soya. En la grafica 13 del presente
trabajo se muestra que la concentracion de triacilglicéridos disminuy6 por el consumo
de proteina de soya, al igual que se ha descrito en la literatura (72). Sin embargo, la
concentracion sérica de colesterol no fue significativamente menor para el grupo que
consumio soya (Grafica 14), al contrario de varios estudios, en donde se demuestra que

la proteina de soya tiene alto poder hipolipemiante al reducir el colesterol en suero.

Ademas de determinar las concentraciones de lipidos en sangre, se midid la
incorporacion de [**CJ-acetato de sodio en 4cidos grasos y colesterol en adipocitos en
cultivo de animales alimentados con proteina de soya o caseina. El proposito de
conocer la capacidad lipogénica fue la de evaluar la actividad metabolica en el tejido

adiposo y si ésta se modificaba con el consumo de proteina de soya (Gréficas 4-12).
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Los resultados muestran que la alta concentracion de lipidos en la dieta, y no el tipo de
proteina, disminuye la capacidad metabdlica del tejido adiposo epididimal. El tejido
adiposo abdominal parece responder al consumo de soya, pues la formacion de acidos
grasos es mayor y alcanza diferencias significativas a las 6 h de cultivo (Graficas 6, 7 y
12). Horton y colaboradores, al medir lipogénesis en tejido adiposo epididimal,
encuentran mayor formacion de lipidos en animales que sobreexpresan a SREBP-1
(34). En el tejido adiposo epididimal, la expresion de este gen, se encontrd reprimida
cuando los animales se alimentaron con proteina de soya, por lo que la regulacion de la
sintesis de acidos grasos en este tejido posiblemente no depende de este factor de
transcripcion. Por otra parte, en el tejido adiposo abdominal, la regulacion de la
sintesis de acidos grasos, esta mediada por SREBP-1, pues existe una relacion directa
entre la sintesis de acidos grasos y la expresion de este gen en animales que

consumieron proteina de soya.

Al igual que SREBP-1, el PPARy es un factor de transcripcion que induce la
expresion de enzimas lipogénicas y ademas estimula la adipogénesis y diferenciacion
de adipocitos (73-75). La expresion de PPARY en el tejido adiposo durante la obesidad
se ha encontrado reprimida, aunque en algunos estudios también se ha encontrado
aumentada. Ademas, la concentracion de RNA mensajero de PPARy aumenta en el
tejido adiposo omental o abdominal (76, 77). Los resultados del presente estudio
indican que en el tejido adiposo abdominal, el consumo de proteina de soya indujo
mayor expresion de PPARy (Gréafica 29), fendmeno que puede relacionarse con una
menor area de adipocitos por diferenciacion de preadipocitos que se unen a la poblacion
de adipocitos maduros. Asi, PPARYy induce la diferenciacion de las células adiposas y
promueve mayor sintesis de acidos grasos en este tejido. Se ha propuesto que el tamafio
de los adipocitos es una caracteristica morfologica que se relaciona con su
funcionamiento, donde los de mayor tamafio parecen ser disfuncionales. Con el fin de
distinguir su tamafio, realizamos andlisis histoldégicos como se describio. En el tejido
adiposo epididimal, a pesar de que el area de los adipocitos resulté mucho menor en
animales que se alimentaron con proteina de soya, la diferencia en el tamafio de estas

células parece no estar asociada a la expresion de PPARYy, pues éste se expresa en
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menor grado cuando los animales consumieron proteina de soya (Grafica 30). Es
posible, que en el proceso de diferenciacion, estén implicadas otras proteinas como
C/EBPB, la cual responde a la insulina e induce diferenciacion de adipocitos. Otra
explicacion al menor tamano de adipocitos, sin mayor expresion de PPARY, en tejido
adiposo abdominal puede ser, sencillamente, el mantenimiento (dependiente de la

proteina de soya) del tamafio pequeio de las células evitando su engrosamiento en la

edad adulta.

El mantenimiento del tamafo reducido de los adipocitos es importante, pues como
se explicaba antes, el tejido adiposo hipertrofico se ha relacionado con pérdida de
funcionalidad definida como inactividad metabdlica e insensibilidad a las sefiales del
medio. El volumen de las células adiposas inguinales, perigonadales y retroperitoneales
se ha visto relacionado directamente con la abundancia del mensajero de leptina (78).
Si la leptina convierte a los adipocitos en células capaces de oxidar gran cantidad de
lipidos y, por lo tanto, éstas se depletan de grasa, la hiperleptinemia debiera estar
relacionada con adipocitos pequefios. Sin embargo, como ya se describio, la
hiperleptinemia estd asociada a la resistencia a la leptina. Asi, los roedores obesos
mantienen concentraciones séricas de leptina mas altas que los roedores magros (78).
Se ha demostrado, que en modelos de obesidad inducida por dieta, la hipertrofia de los
adipocitos requiere del bloqueo de la accién de la leptina o de su receptor (45, 79).
Nuestros resultados (Graficas 41 y 42) confirman las afirmaciones anteriores, pues el
grupo con mayores concentraciones de leptina en suero, es decir, el grupo de animales
alimentados con caseina y grasa, desarrollaron hipertrofia del tejido adiposo. La
proteina de soya fue capaz de mantener un menor tamafio de adipocitos y menor
concentracion de leptina en suero. Esto significa que la proteina de soya en la dieta es
protectora contra la hiperleptinemia, contra la hipertrofia del tejido adiposo Yy,

posiblemente, contra el bloqueo de la accion de la leptina.

La leptina es una hormona secretada principalmente por el tejido adiposo, de la
misma forma, la adiponectina es una proteina producida exclusivamente por el tejido

adiposo y, la cual, es producida en mayor proporcion que otras adipocitocinas. La
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importancia de la adiponectina radica en ser el vinculo entre la obesidad y
enfermedades cardiovasculares o entre la obesidad y resistencia a la insulina (80). De
hecho, la expresion de los receptores de adiponectina en musculo y tejido adiposo,
disminuye en ratones con mutaciones en el gen de la leptina, los cuales desarrollan
hiperglicemia e hiperinsulinemia (37). Cuando se midié la concentracion de
adiponectina en el suero de los animales de estudio (Gréafica 18), se encontrd que los
animales que habian consumido caseina tenian concentraciones séricas mayores de
adiponectina. Entonces, al conocer que la adiponectina es la adipocina que se secreta
en mayor proporcion por el tejido adiposo, se decidié normalizar estos valores,
dividiéndolos entre la concentracion de leptina en suero. La leptina se usa como un
indicador de adiposidad, pues existe una correlacion directa entre leptina y presencia de
masa grasa. Ademads, se sabe que la adiponectina y leptina tienen una relacion inversa,
la cual puede ser causa de algunas consecuencias de la obesidad (81). La relacion
adiponectina/leptina resulté mayor para los animales que consumieron soya. También,
existe una tendencia clara, sin ser significativa, que muestra una mayor liberacion de
adiponectina por parte de los adipocitos abdominales y epididimales de ratas
alimentadas con proteina de soya (Graficas 20-23). Otros autores han encontrado
resultados similares a éste, observando valores mas altos del mensajero de adiponectina
y concentraciones séricas de adiponectina mayores para animales sujetos a dietas con
aislado de proteina de soya (39, 40). La proteina de soya, entonces, podria mejorar la
sensibilidad a la insulina y prevenir el desarrollo de enfermedades cronicas por medio

de su influencia sobre la mayor secrecion de la adiponectina en el tejido adiposo.

La adiponectina es regulada positivamente por PPARY, por lo cual se le ha atribuido
la funcién de mantener un volumen pequeiio de células adiposas (37). La proteina de
soya, a través del aumento en la relacion adiponectina/leptina, podria también, evitar el
desarrollo de hipertrofia en el tejido adiposo abdominal o epididimal. La adiponectina
tiene la capacidad de inhibir la acciéon de TNF-o. TNF-a es una citocina
proinflamatoria que secreta el adipocito, entre muchos otros tipos celulares. Como se
explic6 anteriormente, esta citocina se secreta mas abundantemente durante el

desarrollo de obesidad, se ha visto implicada en el desarrollo de la resistencia a la
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insulina y promueve la liberacién de acidos grasos libres desde el tejido adiposo hacia
la circulacion (69). Se ha medido la expresion del TNF-a en un modelo de obesidad
resultando ésta mas grande para los animales obesos al compararse con los animales
magros (82). En este estudio, las concentraciones de TNF-a en suero no resultaron
diferentes para los grupos de estudio, lo cual significa que no hay una respuesta
inflamatoria generalizada en respuesta a la dieta. Sin embargo, los adipocitos
epididimales liberaron al medio de cultivo menos TNF-a cuando provenian de ratas
alimentadas con proteina de soya. Ademas, el mensajero de la citocina fue menos
abundante en tejido adiposo de animales que consumieron proteina de soya. Un
trabajo previo muestra que la proteina de soya no induce cambios en el mensajero de
TNF-a, contrariamente a los resultados de este proyecto (40). El tejido adiposo
epididimal es el que mejor respuesta tuvo a la proteina de soya, por lo tanto,
especificamente el tejido adiposo epididimal es el que, por medio de la alimentacion
con proteina de soya, queda menos expuesto a las consecuencias de la actividad de
TNF-o. como resistencia a la insulina o lipdlisis acelerada. Independientemente,
pareceria que la secrecion de TNF-a tiene un efecto paricrino, con la cual pueda

regular a los mismos adipocitos.

La lipdlisis o utilizacion de los triacilglicéridos contenidos en la vacuola lipidica de
los adipocitos esta regulada negativamente por la presencia de perilipinas que rodean a
esta vacuola. Los resultados del presente trabajo dejan ver un distinto patron de
expresion de este gen en el tejido adiposo abdominal y el epididimal. En el primero hay
mas expresion de perilipinas cuando la alimentacion es menos concentrada en grasa, en
el segundo existe mas expresion de las mismas cuando la dieta estd basada en proteina
de soya. Esto puede explicarse por el antecedente que afirma que la expresion de
perilipinas disminuye por la accion de TNF-a. Si el tejido adiposo epididimal es mas
sensible a la regulacion de TNF-a por el tipo de proteina en la dieta, entonces este

mismo tejido puede transcribir mas perilipinas en respuesta a la proteina de soya.
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La oxidacion de acidos grasos de cadena larga se da, en parte, por la carnitina
palmitoil transferasa-1 o CPT-1. La expresion de este gen no fue modificado por la
dieta. Otros estudios han mostrado una mayor expresion de CPT-1de higado en ratas
que consumieron hasta 60% de lipidos. En estos mismos trabajos no se encuentran
diferencias en la expresion de esta enzima en pancreas (83). Es posible que en el tejido
adiposo se modifiquen otros factores relacionados con la oxidacion de lipidos sin la

necesidad de cambiar el patrén de expresion de este gen en especifico.

Un posible factor que puede estar alterado por la alimentacién con soya y que esta
asociado a la induccion de actividad de enzimas lipoliticas es PPARa (84). En el
tejido adiposo abdominal, PPARa estd regulado positivamente por el consumo de
proteina de soya. Lo contrario sucede en el tejido adiposo epididimal. Es probable que
en el tejido adiposo epididimal el consumo de proteina de soya intervenga manteniendo
la maquinaria de enzimas oxidativas y no haya necesidad de expresar a PPARa. De
forma contraria, en el tejido adiposo abdominal la proteina de soya funciona
aumentando a PPARa. Es deseable que haya un correcto balance en el funcionamiento
de PPARa y PPARYy en los tejidos adiposos para mantener un equilibrio entre la
acumulacion y oxidacion de lipidos en el organismo (29). Cuando se pierde este
equilibrio, el tejido adiposo pierde su funcionalidad. La proteina de soya en la dieta
aumenta la expresion de PPARo y PPARy simultineamente en el tejido adiposo
abdominal, pero no en el tejido adiposo epididimal. El equilibrio entre lipogénesis y
lipdlisis por la expresion de PPARs es notable en el tejido adiposo cuando éste proviene

de animales que consumieron proteina de soya.

La proteina de soya, entonces, mantiene la funcionalidad del tejido adiposo por
medio de distintos mecansimos en los diferentes tejidos adiposos viscerales. En el
tejido adiposo epididimal la proteina de soya es capaz de disminuir la presencia y
expresion de TNF-o y aumentar la expresion de perilipinas. De esta forma, la
liberacion de lipidos, especificamente, acidos grasos libres del tejido adiposo epididimal
a la circulacion se disminuye con el consumo de proteina de soya. Las consecuencias

de estos cambios podrian incluir menor carga de lipidos en tejidos no adiposos y, con
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esto, menos riesgo a lipotoxicidad o falla en dichos 6rganos. Mientras tanto, en el
tejido adiposo abdominal la alimentacidon con proteina de soya es responsable de inducir
mayor sintesis y oxidacion de lipidos y adecuada relacion entre la expresion de PPARa
y PPARy. Esto da evidencia de un equilibrio entre la utilizacion y produccion de
lipidos que se traduce en el mantenimiento del tamafio de los adipocitos y, por lo tanto,
incremento en la funcionalidad del tejido adiposo abdominal. Ademés, la proteina de
soya en la dieta aumentd la relacion adiponectina/leptina y disminuy6 la concentracion
de triacilglicéridos y leptina en suero. Por estas razones, el consumo de proteina de
soya tiene influencia sobre el buen funcionamiento del tejido adiposo. La proteina de
soya definida con anterioridad como el aislado que contiene proteina de la misma
leguminosa e isoflavonas tuvo los beneficios mencionados. Es probable que la
interaccion entre estos dos componentes o la presencia de ambos sea la responsable de
los efectos protectores o benéficos, ya que en estudios previos se ha demostrado que la
proteina de soya pura o las isoflavonas aisladas no son capaces de inducir cambios en el

metabolismo de lipidos en 6érganos como higado o pancreas.

El estudio de la regulacion del tejido adiposo ha tomado relevancia al ser un tejido
que dirige el equilibrio energético y otros procesos. La pérdida de la funcionalidad de
las células adiposas tiene consecuencias como el desarrollo del sindrome metabdlico,
pues se cuenta con una desregulacion de la secrecion de las adipocinas, desequilibrio en
el metabolismo de lipidos e hipertrofia de las células adiposas. El efecto de la proteina
de soya sobre todos estos factores fue positivo, a pesar de las diferencias metabdlicas
entre el tejido adiposo abdominal y epididimal. EI conocimiento de los mecanismos
por los cuales la proteina de soya mantiene la funcionalidad de los adipocitos se deja
ver en este trabajo. De esta manera, se concluye que una de las herramientas para la
prevencion o tratamiento de las consecuencias de la obesidad puede ser parte de la

dieta, y especificamente, el consumo de la proteina de soya.
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Conclusiones

En el tejido adiposo abdominal se mantuvo el equilibrio deseado entre la sintesis y
oxidacion de acidos grasos por medio del consumo de la proteina de soya. En el tejido
adiposo epididimal, la dieta con proteina de soya redujo el riesgo de lipdlisis acelerada e
inflamacion. Por lo tanto, la proteina de soya en la dieta mantiene la funcionalidad y
tamafio de los adipocitos a través de diferentes mecanismos, dependiendo de las regiones

adiposas estudiadas.
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Figura 7. Modelo de integracion de los efectos de la proteina de soya sobre la funcionalidad del tejido
adiposo abdominal y epididimal
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Perspectivas

e Determinar los efectos de las proteinas de origen vegetal como la proteina de
frijol sobre la funcion del tejido adiposo en modelos de obesidad inducida por

dieta a partir del consumo de hidratos de carbono.

e Evaluar el posible equilibrio entre la sintesis, degradacion y oxidacion de lipidos
en el tejido adiposo por medio de la incorporacion de acetato en acidos grasos y

su oxidacion a acetato en el mismo modelo.

e Medir el estrés oxidativo local del tejido adiposo en el modelo de obesidad
mencionado y su relacion con fendomenos involucrados en la disfuncion del

tejido adiposo.
e Explorar la actividad o expresion de adipocinas halladas recientemente como

resistina, visfatina o desnutrina en los tejidos adiposos de animales que

desarrollen obesidad y el efecto de la proteina del frijol.
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Anexos

Anexol.

1.1 Composicion del aislado de proteina de soya y aislado de caseina (aminoacidos, g/100 g
de producto)

Aminodcido Aislado de caseina Aislado de proteina de soya
Alanina 2.8 3.6
Arginina 34 6.5
Acido aspartico 6.3 10.3
Cisteina 0.3 1.1
Acido glutdmico | 20.5 18.7
Glicina 1.6 3.6
Histidina 2.5 2.3
Isoleucina 4.7 4.3
Leucina 8.2 7
Lisina 7.2 5.5
Metionina 1.9 1.13
Fenilalanina 4.4 4.7
Prolina 9.5 4.8
Serina 5 4.5
Treonina 3.8 3.2
Triptofano 1.6 1.3
Tirosina 4.7 3.5
Valina 6 3.9
% de proteina 90.6 85.9

1.2 Composicién del aislado de proteina de soya (isoflavonas, mg/g de producto)

Genisteina 1.38
Daidzeina 0.71
Gliciteina 0.19
Total 2.28
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Anexo 2. Alimentacion de las ratas (%)

Ingredientes Caseina Soya Caseina grasa | Soya grasa
Caseina 6 proteina de soya |33.11 34.09 33.11 34.09
Dextrosa 27.86 27.37 17.86 17.37
Almidén 27.86 27.37 17.86 17.37
Aceite de maiz 5 5 5 5

Manteca 0 0 20 20

Mezcla de nut inorganicos |5 5 5 5

Mezcla de vitaminas 1 1 1 1

Citrato de Colina 0.165 0.165 0.165 0.165

Mezcla de nutrimentos inorganicos (g/kg)

Calcio 5914
Fosforo 3.943
Potasio 4.929
Sodio 4.929
Cloro 7.607
Azufre 0.676
Magnesio 0.492
Yodo .0002
Hierro .052

Cobre 0311
Molibdeno .0197
Zinc .0006
Flajor |-
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Mezcla de vitaminas (g/kg)

Acido nicotinico 3
Pantotenato de Calcio 1.6
Piridoxina 0.7
Tiamina 0.6
Riboflavina 0.6
Acido folico 0.2
Biotina 0.02
Cianocobalamina 2.5
Acetato de DL-alfa tocoferilo 15
Palmitato de vitamina A 0.8
Colecalciferol 0.2
Filoquinona (vitamina K) 0.075
Sacarosa 974.705

Anexo 3. Gel de agarosa al 1.5% para comprobar integridad de RNA.

tejido adiposo abdominal / epididimal



Anexo 4. 4.1 Rango dinamico de un gen ejemplo. 4.2 Curva de amplificacion de actina
como gen control.

a)

QuickTime™ and a
TIFF (LZW) decompressor
are needed to see this picture.

b)

QuickTime™ and a
TIFF (LZW) decompressor
are needed to see this picture.
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