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RESUMEN

Durante la obesidad el tejido muscular incrementa su almacén de lipidos, lo que se
ha relacionado con la presencia de resistencia a la insulina. Este almacén de lipidos en
tejidos no adiposos llamado lipotoxicidad, puede deberse a que la leptina pierde sus efectos
antiestatoticos. Lo anterior se ha relacionado a 1) mutaciones en el receptor de leptina que
impidan la unién de esta hormona o la sefializacién posterior como sucede en la obesidad
genética 6 2) por la presencia de resistencia a la leptina como sucede en la obesidad
inducida por dieta. La pérdida del efecto antiestatotico de la leptina puede deberse a
alteraciones en la regulacion de la enzima proteina cinasa activada por adenosin
monofosfato (AMPK) involucrada en el balance metabdlico de lipidos (oxidacion/sintesis
de lipidos) en el musculo esquelético. Por otro lado, estudios previos en nuestro laboratorio
han demostrado que el consumo de proteina de soya reduce la lipotoxicidad en higado de
ratas en diversos modelos de obesidad. Sin embargo se desconoce si la proteina de soya
puede reducir la lipotoxicidad en musculo esquelético, a través de la regulacion de AMPK
en dos modelos de obesidad como: 1) la obesidad genética (que existe en las ratas Zucker
(fa/fa)) y 2) la obesidad inducida por dieta (en ratas donde no existe una alteracion
genética). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la
proteina de soya sobre la regulacion de AMPK y el acimulo de lipidos en musculo
esquelético en dos modelos de obesidad en animales: 1) la obesidad genética y 2) la
obesidad inducida por dieta.

Los animales alimentados con proteina de soya, independientemente del modelo de
obesidad, desarrollaron un menor grado de obesidad y presentaron una disminucion
significativa en las concentraciones de triglicéridos y colesterol en suero, en comparacién
con los animales alimentados con caseina. La alimentacion con proteina de soya en el
modelo de obesidad inducida por dieta no modificd las concentraciones de glucosa e
insulina. Sin embargo en el modelo de obesidad genética el consumo de proteina de soya
tuvo efecto hipoglucémico sin modificar las concentraciones de insulina. Con respecto a las
concentraciones de leptina en suero, la proteina de soya tuvo efecto hipoleptinémico en el
modelo de obesidad inducida por dieta. Por el contrario, no se observaron modificaciones
en las concentraciones de leptina en el modelo de obesidad genética. El consumo de

proteina de soya disminuy6 el acimulo de lipidos en el interior del miocito en ambos



modelos de obesidad e interesantemente no se observaron diferencias significativas en el
patron de acidos grasos en el modelo de obesidad inducida por dieta. Por el contrario, en el
modelo de obesidad genética donde el consumo de proteina de soya disminuyd en forma
significativa la concentracion de acido palmitico en el musculo esquelético. En cuanto a la
funcionalidad de AMPK, independientemente del modelo de obesidad los animales
alimentados con proteina de soya presentaron una mayor relacion pT172AMPK/AMPK
total y de igual manera existidé un incremento significativo en las expresiones génicas de
malonil CoA descarboxilasa (MCD), carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1), receptor
activado por proliferadores de peroxisomas 6 (PPARGS), proteina desacoplante 3 (UCP3) y
transportador de glucosa 4 (GLUT4), asi como una disminucién significativa en la
expresion de la proteina de unidn a elementos reguladores de esteroles 1c (SREBPlc) y la
esteroil CoA desaturasa 1 (SCD1). Se concluy6 que el consumo de proteina de soya en el
modelo de obesidad inducida por dieta, no permite el desarrollo de resistencia a la leptina,
ocasionando que la leptina pueda activar a AMPK, y de esta forma llevar a cabo su efecto
antiestatotico. En el caso del modelo de obesidad genética los cambios observados por el
consumo de proteina de soya no se pueden atribuir a los efectos antiestatoticos de la leptina,
pero si a la funcionalidad de AMPK por medio de otras adipocitocinas con efecto

antiestatotico como por ejemplo la adiponectina.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La obesidad puede ocurrir como una enfermedad aislada sin complicaciones o
constituir un riesgo para enfermedades cronico degenerativas asociadas a un conjunto de
anormalidades metabolicas, a las cuales se le ha dado el nombre de Sindrome
Metabdlico.'

Las causas de la obesidad pueden ser muy variadas; el consumo crénico y excesivo
de energia, el sedentarismo, la predisposicion genética y/o factores psicoldgicos que en
conjunto o por separado conllevan a la obesidad, que se ha definido como un incremento
excesivo en el tejido adiposo, lo cual se ha relacionado con resistencia a la insulina, que se
caracteriza por la incapacidad de los tejidos para utilizar la glucosa en respuesta a esta
hormona.

Se ha identificado al musculo esquelético como el mayor sitio de utilizacion de
glucosa y de la accion periférica de la insulina. > Estudios recientes indican que el exceso de
lipidos en el tejido muscular estd relacionado con la resistencia a la insulina. *"**!°El
mecanismo por el cual se produce esta asociacion incluye el defecto en el metabolismo de
los acidos grasos, especialmente en las rutas de oxidacion, que permite una disminucion del
uso y el incremento de la esterificacion y almacenamiento de lipidos dentro del musculo
esquelético'’, este almacenamiento de lipidos en tejidos no adiposos se denomina
lipotoxicidad."

La lipotoxicidad se asocia a una inadecuada sintesis de adipocitocinas y hormonas
secretadas por los adipocitos. Una de estas hormonas es la leptina que estimula la oxidacion
de acidos grasos y la captacion de glucosa, y previene la acumulacion de lipidos en tejidos
no adiposos a través de su receptor llamado “Ob-R”. Las mutaciones en el receptor de
leptina que impidan la unién de la leptina o la sefializacidon posterior se han relacionado
como posibles causas de la obesidad genética.’> Como se mencion6 anteriormente las

causas de la obesidad pueden ser muy diversas, el presente estudio se enfoc6 a dos modelos

de obesidad: 1) la obesidad genética y 2) la obesidad inducida por dieta.



Modelo de obesidad genética

La rata Zucker (fa/fa) tiene una mutacion llamada fa en el receptor de leptina donde
existe una sustitucion de la glutamina-269 por prolina.'* El fenotipo de estos animales se
caracteriza por una marcada obesidad, hiperfagia, hiperglicemia y elevadas concentraciones
de insulina asociada a un incremento en el nimero de células beta."” Los animales fa/fa
desarrollan obesidad entre la 3-4 semana de nacidos. Entre los dias 10-14 posteriores al
nacimiento se observa una elevacion de la insulina plasmatica, y a las 4 semanas, se hace

evidente la hiperglicemia.

Modelo de obesidad inducida por dieta

Después de un consumo crénico y excesivo de energia, se produce un incremento
en el tejido adiposo, el cual aumenta la liberacion de acidos grasos (AG) a la circulacion,
los cuales pueden ser captados por tejidos como el musculo esquelético para ser
almacenados en forma de triglicéridos (TG). El tejido adiposo a su vez aumenta la
secrecion de leptina para limitar la acumulacién de TG en los tejidos no adiposos. Con el
tiempo, la concentracion circulante de leptina sobrepasa un limite fisioldgico generando
una disminucion en la sensibilidad de los tejidos a su accion (resistencia a la leptina).'®

La resistencia a la leptina produce un desequilibrio entre la sintesis y oxidacioén de
lipidos, provocando que los tejidos pierdan la capacidad de mantener la concentracion de
lipidos en un rango estrecho. Las consecuencias de la obesidad inducida por dieta se

observan a largo plazo que comparadas con la obesidad genética son de menor magnitud.

Los efectos antiestatoticos de la leptina en musculo esquelético se han relacionado
con la activacion de la proteina cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK por sus

siglas en inglés (Adenin Monophosphate activated Protein-Kinase). '’



Proteina cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK por sus siglas en inglés

(Adenin Monophosphate activated Protein-Kinase)

La enzima AMPK es una proteina heterotrimérica constituida de una subunidad
catalitica o, y dos subunidades regulatorias B y y. La subunidad [ constituye el sitio de
“anclaje” para el dominio cistation B-sintasa (CBS) y cada par de dominios CBS se conoce
como un dominio Bateman, los cuales son fundamentales para que se lleve a cabo el
proceso de fosforilacion de la subunidad catalitica por la enzima cinasa serina/treonina
LKB1 (supresor tumoral codificado por el gen lkbl, que codifica para LKB1 también
llamado STK11). Figura 1

Dependiendo de la relacion AMP/ATP, se unira AMP o ATP a los dominios
Bateman de la subunidad v."® Si la concentracion de AMP es elevada y este se encuentra
unido a la subunidad y, se ocasionard un cambio conformacional en la subunidad a., lo cual
permitird que el sitio T-172 de la enzima quede expuesto y pueda ser fosforilada y como
consecuencia activada por la enzima LKBI1."” En caso de que se una un ATP en los
dominios Bateman, entonces no se llevara a cabo el cambio conformacional y la enzima
permanecera en su forma inactiva. Las concentraciones de ATP y AMP en la célula indican
el estado energético de esta, de tal forma que el sistema responde a cambios en la relacion

AMP:ATP, es por eso que la AMPK se ha llamado el “sensor energético de la célula”.

subunidad « subunidad « subunidad vy

LKB1

Bateman

bl
o
©
=
| €
=
o
>
L2]

A AMP/ATP

inactiva activa
Fig. 1. Estructura y activacion de la AMPK.

La leptina puede activar a AMPK por dos medios: (1) puede generar cambios en la
relacion AMP/ATP o bien (2) puede activar a la cinasa LKB1,% sin embargo el mecanismo
preciso de como se da dicha activacion actualmente no esta descrito. Una vez que la AMPK

se encuentra fosforilada, esta por su actividad cinasa fosforila la Ser221 de la acetil CoA



carboxilasa (ACC) inactivandola, y fosforila en un residuo ain desconocido a la malonil
CoA descarboxilasa (MCD) ?' para activarla. El efecto neto de la AMPK sera disminuir la
concentracion de la malonil CoA, que inicia la sintesis de acidos grasos y que es un
inhibidor de la carnitina palimitoil transferasa 1 (CPT1), proteina encargada de catalizar
los 4cidos grasos activados a la matriz mitocondrial para poder ser oxidados. La
combinacion de un incremento en la oxidacion de los acidos grasos y una disminucion en
su sintesis conlleva a una reduccion del contenido de lipidos en la célula.”

La AMPK ademés de su actividad cinasa puede actuar a nivel transcripicional,”
activando o reprimiendo la expresion de genes involucrados en la oxidacion y la sintesis de

lipidos.

GENES REGULADOS POR AMPK

Proteinas de unidon a elementos reguladores de esteroles (SREBP1c por sus siglas en

inglés Sterol Regulatory Element B inding Protein 1c)

La activacion de AMPK suprime la expresion de SREBP1c¢*, el cual pertenece a
una familia de factores de transcripcion unidos a membrana designados SREBPs.
(Proteinas de union a elementos reguladores de esteroles). Los SREBPs activan
directamente la expresion de genes involucrados en la sintesis de lipidos como la sintasa de
acidos grasos (FAS) y la esteroil coenzima A desaturasa 1 (SCD1).%

Las isoformas de los SREBPs incluyen al SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2.

El SREBP-1c¢ es mucho mas abundante en tejidos animales, incluyendo al higado y
al tejido adiposo, sin embargo, el SREBP-1a se encuentra en mayor proporcion en cultivos
celulares que incluyen las lineas celulares HepG2 y 3T3-L1%°. 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 4cidos grasos y triglicéridos como por ejemplo la acetil CoA sintetasa y la acetil CoA
carboxilasa. Para funcionar como factor de transcripcién el amino terminal del SREBP

debers ser liberado de la membrana a través de una protedlisis. *’ Figura 2.



Algunos de los factores que regulan la transcripcion de SREBP1c¢ son: acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs)®, insulina ?’ y AMPK. El mecanismo por el cual AMPK reprime

la transcripcion de SREBP no se ha descrito atn.

13 Cambio conformacional de SCAP 27 vwesicula con 2l complejo 3.1) Protedlisis de S1P 3.2) Protedlisis de $2P v liberacidn de MH,
coo NH, ., coo NH, COoH NHZ
SCAR SREBP n|
s B
Reticulo Endoplasmica .
e Fparato de Golgi
Secuencia REWLS S1p

Fig. 2. Secuencia de liberacion del amino terminal de SREBP.

1) En ausencia de esteroles SCAP (SREBP cleavage activating protein) sufre un cambio conformacional ocasionando un

incremento en la afinidad de SCAP con SREBP.

2) Una vez dada la interacciéon de SCAP/SREBP este complejo es incorporado a las vesiculas COPII a través de la

interaccion de Sec23/24 y son transportadas al aparato de Golgi-

3) En el aparato de Golgi se realizan dos protedlisis por parte de SP1y SP2.
3.1) S1P (site 1 protease “Serina Proteasa”) corta entre la leucina y serina en la secuencia RSVL S. Este corte lo que
ocasiona es el rompimiento del enlace covalente entre los dos dominios transmenbranales de SREBP, pero las dos
mitades de la proteina permanecen ancladas a la membrana. Este corte es finamente regulado por esteroles.
3.2) S2P (site 2 protease “Metaloproteinasa”) es una metaloproteasa, que no es directamente regulado por esteroles,
pero se requiere el corte previo de S1P. Una vez realizado el segundo corte, el NH2 del SREBP viaja al nucleo para
activar la expresion de los genes involucrados en la sintesis de colesterol, dcidos grasos, triglicéridos y fosfolipidos.

Esteroil CoA Desatursa ( SCD1 por sus siglas en inglés Stereoil CoA Desaturase)

La disminucion en la expresion génica de SREBPIc mediada por AMPK podria
estar relacionada con la disminucion en la expresion de uno de los genes blanco de
SREBPIc, la enzima estereoil CoA desaturasa (SCD1) que se localiza en el reticulo
endoplasmico, y esta involucrada en la biosintesis de dcidos grasos monoinsaturados.’® Los
sustratos principales de esta enzima son: palmitoil-CoA y estearoil-CoA los cuales son
convertidos a palmitoleil-CoA y oleil-CoA, respectivamente. Se ha observado que los
acidos grasos poliinsaturados, la hormona tiroidea, el glucagon, y la leptina reprimen la
expresion de SCD1. Un incremento en su actividad genera un desequilibrio entre los acidos
grasos saturados y los monoinsaturados lo cual se ha relacionado con el desarrollo de
obesidad. Aln no esta claro el mecanismo por el cual la SCDI1 disminuye la expresion de
AMPK pero se ha observado que en ratones SCD17" hay un incremento en la expresion y
actividad de AMPK, lo que ocasiona que se fosforile la ACC disminuyendo Ia

., . 1
concentracion de malonil-CoA.*



Receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR por sus siglas en inglés

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors )

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) son receptores
nucleares que pertenecen a la superfamilia de receptores esteroidales nucleares. Existen tres
isoformas PPARa, PPAR 6 o B (también llamada NUC-1 o FAAR) y PPARY con distinta
accion bioldgica y patron de expresion especifico por tejido.*

1) PPARY. Se expresa predominantemente en el tejido adiposo, y juega un papel
importante en la adipogénesis. Ademas PPARY activa a la proteina de unién a elementos
reguladores de esteroles-1 (SREBP-1) el cual a su vez estimula la expresion de numerosos
genes de la lipogénesis, como la acetil-CoA carboxilasa, la sintasa de 4cidos grasos, y la

ATP-citrato liasa, entre otros.

2) PPARGS. Se encuentra en diversos tejidos, pero es mas abundante en el musculo
esquelético. La funcion de PPARS se estudi6 *> en miocitos y se observo que incrementaba
la beta oxidacion, a través de la expresion de las enzimas de esta via, asi como también de
proteinas desacoplantes (UCPs).

3) PPARa. Se expresa predominantemente en el higado, rifion y musculo
esquelético, donde controla el catabolismo de acidos grasos. La forma en que la oxidacién
de los lipidos aumenta es a través de la activacion de AMPK, la cual se trasloca al ntcleo
induciendo la transcripcion de PPARa, el cual pertenece a una familia de receptores
nucleares, activados por lipidos y glucosa. El PPARa regula la expresion génica por medio
de la formacion de un heterodimero con el receptor X de retinoide (RXR). El heterodimero
se une a una region consenso en los promotores de sus genes blanco, llamada elemento de
respuesta a proliferador de peroxisoma (PPRE).>* La mayoria de los PPREs han sido
identificados en los promotores de los genes que codifican para proteinas de oxidacion,

transporte y sintesis de 4cidos grasos, y de las proteinas desacoplantes (UCPs).



Proteina desacoplante 3 (UCP-3 por sus siglas en ingles Uncoupling Carrier
Protein -3)

Las UCPs son miembros de la superfamilia de proteinas transportadoras de la
mitocondria. Las proteinas desacoplantes permiten el paso de H' desde el espacio
mitocondrial, hacia la matriz con generacion de calor. Esto lleva a una disminucion en el
gradiente de H', disminuyendo asi el potencial electroquimico (negativo y alcalino en el
interior), con lo que la fuerza proton-motriz que impulsa el retorno de H' desde el espacio
intermembranal hacia la matriz a través de la ATP sintasa es menor, de modo que la sintesis
de ATP disminuye.

Existen 5 isoformas de UCPs*: UCP-1 a UCP-5. UCPI esta presente en tejido
adiposo pardo (BAT). Su funcion esta relacionada con la termogénesis adaptativa. Es
activada en respuesta al frid y la sobrealimentacion. Y disminuye su activacion en respuesta
al ayuno.™

UCP2 es ubicua, se encuentra en multiples tejidos como musculo esquelético,
corazon, higado, bazo, higado, rifiones, pancreas, BAT, y tejido adiposo blanco (WAT). Se
le han atribuido diversas funciones entre ellas la regulacion de la secrecion de insulina. Se
activa ante el ayuno, la alimentacion con dietas altas en grasa, por leptina y hormonas
tiroideas.”’

La UCP3, predomina en musculo esquelético; su funcién se relaciona con la
disminucién de especies reactivas de oxigeno (ROX), regulacion de sintesis de ATP y
regulacion de la oxidacion de acidos grasos. Se activa por el ayuno, la alimentacién alta en
grasa, la leptina y hormonas tiroideas. El hecho de que la expresion de UCP-3 se module a
través de la ingestion de alimento, permite entender a esta isoforma como uno de los
factores que estan involucrados en la a fisiopatologia de la obesidad.*®

La activacion de AMPK incrementa la expresion de UCP3 y de la biogénesis
mitocondrial. El mecanismo por el cual UCP3 es regulado por AMPK aun se desconoce.

UCP4 se encuentra exclusivamente en cerebro y esta involucrada en la produccion
de calor, termorregulacion en el cerebro. UCP5 también llamada BMCPI (brain
mitochondrial carrier protein 1). Se encuentra principalmente en cerebro y testiculos. Se ha

relacionado con la termorregulacion y el metabolismo energético en estos 6rganos.>



Transportador de glucosa 4 (GLUT4 por sus siglas en inglés Glucose Transporter 4)

El musculo es el 6rgano que més contribuye en el desarrollo de la obesidad y la
resistencia a la insulina durante la diabetes mellitus tipo 2. En pacientes diabéticos, la
glucosa captada en respuesta a insulina es un 30-40% menor que en individuos no
diabéticos, y un 90% de esta disminucion se debe a una menor captacion por tejidos
periféricos, principalmente por el musculo esquelético. La resistencia a la insulina en el
musculo esquelético se define como un defecto en la accion de la insulina sobre la entrada
de glucosa que depende del transportador de glucosa 4 (GLUT4).

El GLUTH4 se encuentra en vesiculas intracelulares y mediante la estimulacion con
insulina estas son translocadas a la membrana, para permitir el transporte de glucosa al
interior de la célula. En el musculo esquelético la translocacion de GLUT4 puede darse por
la insulina o por la contraccion de las fibras musculares.*” El mecanismo por el cual la
insulina favorece la translocacion de GLUT4 es como se describe a continuacion: Una vez
que la insulina se une a su receptor, se activa la funcion de tirosina cinasa de éste, el cual
fosforila los sustratos del receptor de insulina (IRS) en multiples residuos de tirosina. Los
residuos de tirosina fosforilados funcionan como sitio de unidon para la subunidad
regulatoria p85 de la fosfoinositidil 3 cinasa (PI3K). La activacion de PI3K resulta en un
incremento en la produccion de fosfoinositol 3 fosfato y fosfoinositol 2 fosfato. Estos
fosfoinositidos participan en el reclutamiento de la proteina Akt a la membrana. Esta
proteina contiene un dominio de homologia con plequestrina (PH) que es muy importante
debido a que permite la interaccioén con los fosfoinositidos. La union de los fosfoinositidos
al dominio PH de Akt permite un cambio conformacional que expone dos sitios de
regulacion que contienen Thr 308 y Ser 473, permitiendo que estos sean fosforilados por la
cinasa PDK1 (cinasa 1 dependiente de 3 fosfoinositidos). Una vez fosforilado y movilizado
el Akt hacia la membrana entonces el Akt fosforila a AS160 (sustrato de Akt de 160
kDa).*! Esta proteina posee un dominio GAP (GTPase-activating protein) que pertenece a
la familia de proteinas Rab. Las proteinas Rab son proteina G que cuando se encuentran
unidas a GTP participan en el movimiento de vesiculas. El dominio GAP para las proteinas
Rab estimula la actividad GTPasa del Rab para generar entonces una forma inactiva que

tiene unido a GDP. La fosforilacion de AS160 inhibe la actividad denominada GAP,
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ocasionando que exista mayor cantidad de Rab unido a GTP y de esta forma se favorece la
translocacion de GLUT4 a la membrana.*” Una vez que GLUT4 es traslocado a la

membrana se estimula el transporte de glucosa al interior de la célula (Figura 3).

Inzulina

Receptor de
inzulina

Fig. 3. Mecanismo de traslocacion de GLUT4.

La disminucion en GLUT4 se asocia a la presencia de resistencia a la insulina, en
patologias como la obesidad®, y la diabetes mellitus tipo 2. Diversos estudios sugieren que
una disminucién en la actividad de la AMPK pudiera ser otro factor involucrado en el
desarrollo de la resistencia a la insulina en el musculo esquelético. La AMPK podria
disminuir la resistencia a la insulina a través de la fosforilacion de la proteina AS160,
sugiriendo que AS160 puede estar involucrada en la translocacion de GLUT4 dependiente
de la AMPK y de forma independiente de insulina.’’El aumento de la transcripcion es otro

posible mecanismo por el cual la AMPK podria incrementar GLUT4. **

Proteina de soya

Sin importar las causas de la obesidad, todas conllevan con el tiempo a una
acumulacion de lipidos (lipotoxicidad) en el interior del miocito dando como resultado
resistencia a la insulina. Este acimulo de lipidos podria deberse a que la leptina pierde sus
efectos antiestatoticos en el musculo esquelético lo que implicaria una menor activacion de

la AMPK vy a una desregulacion de los genes blancos de esta enzima. Es por lo tanto
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importante buscar medios por los cuales se pueda disminuir o prevenir el fenémeno de
lipotoxicidad en musculo esquelético.

Actualmente se sabe que la ingestion de proteina vegetal comparada con el consumo
de proteina animal reduce el riesgo de desarrollar 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.” El efecto
hipolipidémico de la proteina de soya puede ser mediado en varios niveles. La regulacion
génica es una de ellos, como se demostré en un modelo de ratas nefréticas en el que la
alimentacion con proteina de soya disminuyd la expresion del factor de transcripcion
SREBPIc y asi como la expresion de las enzimas involucradas en la sintesis de acidos
grasos. *

Estudios previos en nuestro laboratorio con diferentes modelos experimentales que
incluian a las ratas Zucker, o ratas con obesidad inducida por dieta, indicaron que el
consumo de proteina de soya redujo la acumulacién de triglicéridos y colesterol en el
higado en ambos modelos experimentales, lo cual indica que la proteina de soya tiene la
capacidad de reducir la lipotoxicidad. Estos cambios en el higado se han asociado a una
menor expresion del factor de transcripcion SREBP-1c y de uno de los genes blanco
regulados por este factor que es la sintasa de los 4cidos grasos.*” Esta disminucion en la
sintesis de acidos grasos en higado se acompafia de una disminucion de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL). Interesantemente, en todos estos modelos experimentales se ha
observado que los animales alimentados con una proteina animal (caseina) desarrollan
mayor obesidad que aquellos alimentados con proteina de soya.*® Sin embargo se
desconoce si la proteina de soya puede reducir la lipotoxicidad en musculo esquelético, a
través de la regulacion de AMPK en dos modelos de obesidad como 1) la obesidad genética
(que existe en las ratas Zucker (fa/fa)) y 2) la obesidad inducida por dieta (en ratas donde

no existe una alteracion genética).
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JUSTIFICACION

Sin importar las causas de la obesidad, en la mayoria de los casos se presenta la
pérdida del efecto antiestatotico de la leptina, que permite la acumulacion de lipidos en
tejidos no adiposos. Este depdsito de lipidos se ha relacionado con la presencia de
resistencia a la insulina en musculo esquelético, el cual ha sido identificado como el mayor
sitio de utilizacién de glucosa y de la accion periférica de la insulina.

Por otro lado, alteraciones en la regulacion de la enzima AMPK que esta
involucrada en el balance metabdlico de lipidos (oxidacion/sintesis de lipidos) en el
musculo esquelético se ha asociado a la pérdida del efecto antiestatotico de la leptina.

En la busqueda de medios para disminuir o prevenir la acumulacion de lipidos
(principal causa de la resistencia a la insulina) en el musculo esquelético, se propone el
consumo de proteina de soya. Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que
el consumo de esta proteina reduce la lipotoxicidad en higado de ratas en diversos modelos
de obesidad. Sin embargo se desconoce si la proteina de soya podra reducir la lipotoxicidad
en muasculo esquelético, mediante la regulacion de AMPK en dos modelos de obesidad: 1)
la obesidad genética (que existe en las ratas Zucker (fa/fa)) y 2) la obesidad inducida por

dieta (en ratas donde no existe una alteracion genética).
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HIPOTESIS

El consumo de un aislado de proteina de soya disminuird la lipotoxocidad en
masculo de ratas de dos modelos de obesidad mediante la regulacion de AMPK y sus genes
blanco.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la proteina de soya sobre la regulacion de AMPK y el acimulo

de lipidos en musculo esquelético en diferentes modelos de obesidad en animales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto de la proteina de soya en dos modelos de obesidad sobre:

La ganancia de peso.
Las concentraciones de glucosa, colesterol, triglicéridos, insulina y leptina en suero.
La acumulacion de lipidos en el musculo esquelético, por medio de un andlisis
histologico.
El tipo de acidos grasos acumulados en el musculo esquelético.
Contenido de triglicéridos en el musculo esquelético.
La funcionalidad de AMPK en el misculo esquelético a través de:
0 La determinacion de la fosforilacion de AMPK en el sitio T-172.
0 La estimacion de la expresion génica de SREBPlc, SCD1, MCD, CPT1,
PPARS, UCP-3 y GLUT4.
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METODOLOGIA
DIAGRAMA DE FLUJO
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por PCR Tiempo Redl
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por Western Blot
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METODOS DE RECOLECCION DE DATOS.

Modelos animales
Para estudiar el efecto de la proteina de soya sobre la regulacion de AMPK vy el

acimulo de lipidos en musculo esquelético en dos modelos de obesidad en animales, se
utilizaron dos cepas de rata: 1) Ratas macho de la cepa Sprague Dawley de cuatro semanas
de edad, las cuales se utilizaron para caracterizar el modelo de obesidad inducida por dieta,
2) Ratas macho Zucker fa/fa de cinco semanas de edad las cuales se utilizaron para
caracterizar el modelo de obesidad genética.

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con un ciclo de luz/oscuridad de

12 horas con libre acceso a la dieta y al agua. Los grupos de estudio fueron los siguientes:

MODELO DE OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA
e Grupo 1 (Caseina). Grupo alimentado con 30% de caseina como fuente de
proteina y 5% de lipidos provenientes de aceite de maiz.
e Grupo 2 (Soya). Grupo alimentado con 30% de proteina de soya y 5% de lipidos
provenientes de aceite de maiz.
e Grupo 3 (Caseina grasa). Grupo alimentado con 30% de caseina, 20% de lipidos
en forma de manteca y 5% de lipidos provenientes de aceite de maiz.
e Grupo 4 (Soya grasa). Grupo alimentado con 30% de proteina de soya, 20% de
lipidos en forma de manteca y 5% de lipidos provenientes de aceite de maiz.
MODELO DE OBESIDAD GENETICA
e Grupo 1 (Caseina). Grupo alimentado con 20% de caseina como fuente de
proteina y 5% de lipidos provenientes de aceite de maiz.
e Grupo 2 (Soya). Grupo alimentado con 20% de proteina de soya y 5% de lipidos
provenientes de aceite de maiz.

El protocolo del presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica para uso de
animales de experimentacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
“Salvador Zubiran”.

Con la finalidad de determinar el efecto de la proteina de soya en el desarrollo de la
obesidad en ambos modelos, se registrd diariamente la ganancia de peso, el consumo de

alimento y el consumo de energia conforme a las kcal/g contenidas en la dieta durante los
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180 dias y 160 dias de estudio en el modelo de obesidad inducida por dieta y en el modelo

de obesidad genética respectivamente.

Dietas

En la siguiente tabla se muestra la composicion de las dietas que se administraron a
los animales de ambos modelos de obesidad. Todos los nutrimentos utilizados en la
elaboracion de las dietas se obtuvieron de Harlan Teklad, excepto la soya que se obtuvo de
Protein Technologies.

Tabla 1. Composicion porcentual de las dietas del modelo de obesidad inducida por dieta

% Caseina Soya Caseina Grasa | Soya Grasa
Proteina 30 30 30 30
Aceite de maiz 5 5 5 5
Manteca de cerdo - - 20 20
Mezcla de minerales 5 5 5 5
AIN-93M-MX
(Rogers Harper)
Mezcla de vitaminas 1 1 1 1
AIN-93-VX (Harlan
Teklad)
Citrato de colina 165 0.165 0.165 .165
Dextrosa anhidra 29.41 29.41 19.41 19.41
Almidén de maiz 2941 2941 19.41 19.41

Tabla 2. Composicion porcentual de las dietas del modelo de obesidad inducida por dieta

% Caseina Soya
Proteina 20 20
Aceite de maiz 5 5
Mezcla de minerales AIN-93M-MX (Rogers 5 5
Harper)
Mezcla de vitaminas AIN-93-VX (Harlan Teklad) 1 1
Citrato de colina 0.165 0.165
Dextrosa anhidra 2941 29.41
Almidon de maiz 39.41 39.41

En el presente trabajo se utilizo un aislado de proteina de soya, el cual contiene 86%
de proteina. Este aislado estd compuesto en un 90% por dos tipos de proteinas: la -
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
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con oxidacion de lipidos, aunque a la fecha se desconoce el mecanismo por el cual ocurre
esta respuesta.”’ El asilado de proteina de soya también posee isoflavonas donde por cada
gramo de producto se tiene: 1.38 mg de genisteina, 0.71 mg de daidzeina, 0.19 mg de
gliciteina. La presencia de las isoflavonas en la proteina de soya es importante, debido a
que tienen efectos bioldgicos como antinflamatorios entre otros.

Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que la proteina de soya como un
aislado que contiene proteina de soya e isoflavonas tiene sus efectos biologicos
mencionados anteriormente, por medio de la problable interaccion entre los dos
componentes, la proteina de soya libre de isoflavonas pierde su accion sobre el

metabolismo de los animales tratados.

Obtencién de muestras y tejidos

Después de cumplir con el respectivo tiempo de estudio de cada modelo, las ratas
con ayuno de 12 horas, se anestesiaron con CO,. Posteriormente se decapitaron y se
recolectd la sangre en tubos con gel separador y activador de coagulacion para la
determinacion de pardmetros bioquimicos (glucosa, triglicéridos, colesterol, insulina y
leptina). De estos mismos animales se extrajo el musculo esquelético (vastus lateralis) para
la extraccion del RNA total, extraccion de extractos citoplasmaticos, extraccion de lipidos y
analisis histolégico. El tejido inmediatamente se depositd en nitrogeno liquido y se guardd

a -70°C hasta el momento de realizar las determinaciones correspondientes.

Determinacion de parametros bioquimicos en suero

La concentraciéon en suero de insulina y de leptina se determind a través de
radioinmunoanalisis especificos (Linco Diagnostics). La concentraciéon de glucosa se
analizo por el método de glucosa oxidasa en un estuche de diagndstico in vitro (Bayer
Corporation). La concentracion de triglicéridos y colesterol en suero se determind por
métodos enzimaticos colorimétricos a través de kits de diagnostico in vitro (Bayer

Corporation)
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Analisis histologico

Para evaluar el efecto de la proteina de soya sobre la acumulacion de lipidos en el
interior del musculo esquelético en dos modelos de obesidad se realizd un anélisis
histologico. Las muestras de tejido se cortaron en secciones de cuatro micras de espesor
utilizando un criostato. Los cortes se tifieron con rojo oleoso para la determinacion de
contenido de lipidos y posteriormente se tifieron con hematoxilina (colorante catiénico) con

la finalidad de reconocer DNA y proteinas.

Determinacion de la fosforilacion de AMPK por medio de la técnica western blot

Para determinar si los cambios observados en los pardmetros bioquimicos asi como
en la acumulacion de lipidos en los animales alimentados con proteina de soya en los
modelos de obesidad se relacionaban con la funcionalidad de AMPK, se decidio estudiar la
funcionalidad de esta enzima de forma indirecta a través de la determinacion de la
fosforilacion de AMPK por medio de la técnica de western blot. Se utilizaron 100 mg de
tejido el cual se homogenizd en amortiguador de lisis que contenia 0.25 M de sacarosa,
10 mM Tris HCl, 3 mM MgCl, y una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete,
Roche). Para la obtencidon de extractos citoplasmaticos, el homogenizado se centrifugd a
3,000 rpm a 2°C durante 15 min. La determinacion de la concentracion de proteinas en el
extracto citoplasmatico se hizo por medio del kit de analisis de proteinas DC (Bio-Rad.)

Para la determinacion de la proteina total de AMPK y de la fosforilacion de la
subunidad alfa de AMPK (pT172AMPK), se colocaron 50 pg de proteina en un gel SDS-
PAGE al 9%. El gel se someti6 a una electroforesis de S0V por 50 min y posteriormente a
100 V por 120 min, las proteinas se electrotransfirieron (7 V por 2 h) a una membrana de
PVDF, que posteriormente se coloco en solucion de bloqueo (TBS [10 mmol/l Tris, 0.25
mol/l NaCl, pH 7.5], 5% de leche descremada en polvo y 0.05% Tween 20), durante 1 h a
temperatura ambiente. Una vez bloqueada la membrana se incub6 durante 12 h a 4 °C con
los anticuerpos policlonales para la deteccion de AMPK, pT172AMPK y Actina (Santa
Cruz Biotechnology) a las siguiente diluciones: 1:5000, 1:500 y 1:3000, respectivamente.
Posteriormente las membranas se lavaron y se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente con una dilucion 1:5000 de anticuerpo anti-AMPK, una diluciéon 1:3000 de

anticuerpo anti-pT172AMPK, y una diluciéon 1:5000 de anticuerpo anti-actina. Después de
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revelarse con luminol, se procedid a la cuantificacion de AMPK, pT172AMPK vy actina, la
cual se realizo por exposicion de la membrana a una pelicula de autorradiografia Kodak
MIN-R2000 y la cuantificacion de las bandas obtenidas se realiz6 utilizando el programa

SigmaScan Image Measurement Software Version 1.20.09

Determinacion de expresion génica por PCR cuantitativo (tiempo real)

Otra forma de conocer la funcionalidad de AMPK de forma indirecta es a través de
la cuantificacion de la expresion génica de algunos genes blanco de esta enzima (SREBP1c
(SREBPI-SRE), SCD1  (Rn00594894 ml), MCD (Rn00585056 ml), CPTI
(Rn00580707_ml), PPARS (Rn00565707 ml), UCP-3 (Rn00565707 ml) y GLUT4
(Rn00562597 ml)) usando un equipo de PCR de tiempo real (Sistema de deteccion de
secuencias ABI PRISM 7000, Applied Biosystems). Para lo cual se obtuvo el RNA total del
musculo esquelético por el método de Chomczynski et al. (1987). Posteriormente 5 pg de
RNA se sometieron a electroforesis en un gel de formaldehido-agarosa al 1% para
comprobar su integridad. EI RNA se cuantificd espectrofotométricamente a 250 nm; a esta
longitud de onda 1 unidad de densidad optica es igual 40 pg/ul, la pureza se determind
optima cuando la relacion de la absorbencia a 260 y 280 nm era mayor a 1.8.

El RNA obtenido se sometio al andlisis de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real de dos pasos. El primer paso consistio en la obtencion del DNA
complementario mediante su retrotranscripcion. Para lo cual en un volumen final de 22 pl
se prepard la mezcla de reaccion que contenia 300 ng de RNA, amortiguador para la
transcriptasa reversa (50 mM de Tris HCI pH 8.3, 75 mM de KCl y 3 mM de MgCl,), 0.4
mM de cada uno de los dNTPs, 0.01 pg/ul de oligonucleodtido dT (el cual contiene de 12 a
18 residuos de timina), 1 U/ul de inhibidor de RNAasa y 5 U/ul de la transcriptasa reversa
M-MULV. La retrotrasncripcion se llevo a cabo por 1 hora a 42°C y la inactivacion de la
enzima se realizd por 5 min. En el segundo paso se llevo a cabo la amplificacion de los
genes antes mencionados en 22 pl de una mezcla de reaccion que contenia 1 pl del
producto de la retrotranscripcion obtenido anteriormente, 6 pl de la mezcla maestra
(4304437, Applied Byosistems), 0.6 ul del oligonucleoétido respectivo (SREBP1¢, SCDI,
MCD, CPT1, GLUT4, PPARS y UCP-3). La mezcla se coloco en la placa termocicladora

del sistema de deteccion mencionado. La deteccion se realizé utilizando sondas Tagman

20



para cada gen y para actina (Rn00667869 ml Applied Biosystems) como control enddégeno
para normalizar los valores de expresion. Anteriormente se realizé el rango dindmico de

cada gen con el fin de conocer la concentracion ideal de amplificacion de los mismos.

Analisis de acidos grasos por medio de cromatografia de gases.

Se extrajeron los acidos grasos del musculo a través de la técnica de Folch et al.
(1957). Se metilaron los 4acidos grasos de acuerdo con Barakat y col. (1976) y se analizaron
por cromatografia de gases. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: Se
utilizd6 una columna analitica INNOWAX de 30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro
interno, y 0.25 um de espesor de pelicula, la cual consiste de polietilenglicol que le confiere
una alta polaridad. Se utilizd una inyeccion tipo split con una relacion 20.8:1, la
temperatura del puerto de inyeccion se establecido a 225°C. Para la columna se utiliz6 la

siguiente rampa de temperaturas:
200°C (10 min)

1°C / min

190°C (5 min

1°C/min
180°C (5 min)

La temperatura del detector fue de 225°C. Se inyectd 1 pl de muestra y el flujo de columna
fue de 0.5 ml/min de helio como gas acarreador.

Se afadi6 acido margarico como estandar interno para la cuantificacién de los acidos
grasos. Los acidos grasos palmitato (16:0), palmitoleato (C16:1), estereato (C18:0), oleato
(C18:1) y linoleato (C182n6) se identificaron por comparacion con el tiempo de retencion

de los estandares respectivos (Sigma Aldrich)

Determinacion del contenido de triglicéridos en el interior del musculo esquelético.

Se extrajeron los triglicéridos del musculo a través de la técnica de Bligh y Dyer™.
A 400 pl de homogenizado se les afiadié 1.5 ml de una mezcla de cloroformo/metanol
(1:2) y se mezcld vigorosamente. Posteriormente se le afiadié 500 pl de cloroformo y 500

ul de agua desionizada y se mezcld vigorosamente. La mezcla anterior fue centrifugada a
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3000 rpm durante 10 min a 4 °C, con la finalidad de separar las fases. Transcurrido el
tiempo de centrifugacion se transfirié la fase orgéanica a un tubo nuevo. La fase organica se
evapord con N, durante 15 min. Para la cuantificacion el evaporado se disolvid en un
volumen de 700 pl de una mezcla al 10% de isopropanol/triton 10X. La concentracion de
triglicéridos se determind a través de un ensayo (método enzimdtico colorimétrico) de

diagnéstico in vitro (Bayer Corporation).
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ESTRATEGIA DE ANALISIS DE DATOS

Los resultados se presentan como la media + el error estandar de la media (EEM).
Los datos se evaluaron por analisis de varianza (ANOVA) de una via, con el tipo de
proteina como variable independiente. El grado de significancia de las diferencias entre
los grupos control y experimentales se determind por medio de la prueba protegida de la
diferencia de los cuadrados minimos de Fisher (Fisher PLSD), usando el programa
StatView (Abacus Concepts) para Macintosh. Las diferencias se consideran

significativas con una p<0.05.
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RESULTADOS

OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA (OID)

Ganancia de peso

En la grafica 1 se observa que el grupo alimentado con caseina presentd al término del
estudio un peso de 465+10 g, con una diferencia estadisticamente significativa con el grupo
que consumio proteina de soya el cual termin6 con un peso de 415+14 g. Con respecto a los
grupos altos en grasa, se observaron diferencias significativas entre los animales
alimentados con caseina que presentaron al término del estudio un peso de 550+ 2 g,

15.6 % mas que el grupo soya grasa el cual alcanz6 un peso de 465+ 4 g.

700 -
600 -
1 2
500 A% nd II Iﬁﬁi&ml
s s iics Db
SV
C) 400 - c
(o}
2 300 -
200 A -o- Caseina
Soya
100 4 -o- Caseina grasa
Soya grasa
O 1 1 1 1 1 1
0 30 60 90 120 150 180

Dias de estudio

Grifica 1. Efecto del consumo de proteina de soya sobre la ganancia de peso en el modelo DIO. Los
valores representan la media + del error estandar del peso que presentaron cada uno de los grupos cada dia
durante los 180 dias de estudio, n=7. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos
(p<0.05). a>b>c
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Consumo de alimento

Para conocer si las diferencias encontradas en el peso de cada uno de los grupos se debian a
cambios en el consumo de alimento, se determind la cantidad de alimento ingerida por los
animales. En la grafica 2 se observa como el grupo de animales alimentados con caseina
consumieron en promedio 19+0.2 g sin presentar diferencia significativa con el grupo
alimentado con soya el cual consumi6 19.5+0.2 g; los grupos alimentados con las dietas
con elevado contenido en grasa consumieron 19.4% menos que los grupos anteriores, el
grupo caseina grasa consumi6 16+0.2 g sin presentar diferencia significativa con el grupo

soya grasa el cual consumi6 15+0.2 g.
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Grifica 2. Efecto la de proteina de soya en el consumo de alimento en el modelo DIO Los valores
representan la media + del error estandar de la cantidad de alimento ingerida diariamente por durante los 180
dias de estudio, n=7. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.
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Consumo de energia (Kcal/dia)

En la gréfica 3 se muestra el consumo energético sin observarse diferencias significativas
entre ninguno de los tratamientos. El consumo promedio durante el estudio fue de

77.310.5 kcal/dia en promedio.
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Grafica 3. Efecto la de proteina de soya en el consumo energético en el modelo DIO. Los valores
representan la media + del error estandar del consumo de energia conforme a las kcal/g contenidas en la
dieta durante los 180 dias de estudio, n=7. No se encontraron diferencias significativas a una p<0.05

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Para determinar si las diferencias encontradas en los pesos de los animales alimentados con
proteina de soya, modificaban las concentraciones algunos metabolitos, se obtuvo el suero
de los animales de cada grupo y se determino la concentracion de glucosa, triglicéridos y

colesterol.
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Concentracion de glucosa en suero

En la grafica 4 se puede observar como el grupo de caseina presentd una concentracion de
105£2 mg/dl de glucosa sin mostrar diferencia significativa con respecto al grupo de soya
el cual alcanz6 una concentracion de 93.5+6 mg/dl de glucosa; el grupo de caseina grasa
tuvo concentraciones de 123+6.7 mg/dl de glucosa la cual no fue diferente con el grupo de
soya grasa, con concentraciones de 111.6+5.7 mg/dl de glucosa; los niveles de glucosa
plasmatica en los grupos alimentados con las dietas de mayor contenido lipidico fueron
19% mas altos que en los grupos alimentados con las dietas con un contenido normal de

lipidos, sin presentarse diferencias significativas entre ambos grupos.
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Grafica 4. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de glucosa
en el modelo DIO. Los valores representan la media + del error estandar de la glucosa en suero
presentada por cada uno de los grupos al término de los 180 dias de estudio, n=7. Las letras indican
diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b>c.

Concentracion de colesterol en suero
El consumo de proteina de soya, mantuvo las concentraciones normales de colesterol
(79£3 mg/dl) comparado con el grupo que fue alimentado con caseina el cual presentd un

incremento del 45.5% de los valores normales (14515 mg/dl). Independientemente de la

cantidad de lipidos en la dieta, el grupo alimentado con soya grasa present6 98 + 8.3 mg/dl,
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1.8 veces menos que las concentraciones alcanzadas por el grupo alimentado con caseina

grasa el cual alcanzo6 concentraciones de 178.2 + 24.8 mg/dl de colesterol (Ver Grafica 5).
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Grifica 5. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de colesterol
en el modelo DIO. Los valores representan la media + del error estandar del colesterol en suero
presentada por cada uno de los grupos al término de los 180 dias de estudio, n=7. Las letras indican
diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.

Concentracion de triglicéridos en suero

Las concentraciones de triglicéridos en suero se presentan en la grafica 6. El consumo de
proteina de soya tuvo un efecto hipolipidémico con respecto a las concentraciones de
triglicéridos, presentando 2.3 veces menos triglicéridos (46.5+2.2 mg/dl) que el grupo
alimentado con caseina que alcanzd 106.5+6.5 mg/dl. Con respecto a los grupos
alimentados con dietas altas en lipidos, el grupo caseina grasa presentd 122.7+£25.9 mg/dl
de triglicéridos, 3.38 veces mayor que el grupo soya grasa con 36.33+8.6 mg/dl de
triglicéridos. Entre el grupo de proteina de soya como el grupo de proteina soya con grasa

no se observaron diferencias significativas.
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Grifica 6. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de
triglicéridos en el modelo DIO. Los valores representan la media + del error estandar de los
triglicéridos en suero presentada por cada uno de los grupos al término de los 180 dias de estudio,
n=7. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.

Para poder establecer si las diferencias encontradas en las concentraciones de colesterol,
triglicéridos y glucosa en sangre, se encontraban relacionadas con cambios en los niveles
plasmaticos de las hormonas encargadas de regular el metabolismo de lipidos e hidratos de

carbono, se determiné la concentracion de insulina y leptina en plasma.

Concentracion de insulina en suero

En la grafica 7 se puede observar como la concentracion de insulina plasmatica no presentd
diferencia significativa entre el grupo alimentado con caseina y el grupo alimentado con
soya encontrandose en promedio en 0.95+0.15 ng/ml; entre los grupos alimentados con
dietas altas en lipidos no se presentaron diferencias, alcanzando valores de 1.60+0.22 ng/ml
y 2.014£0.23 ng/ml para el grupo alimentado con caseina grasa y soya grasa

respectivamente.
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Grifica 7. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de insulina en el
modelo DIO. Los valores representan la media + del error estandar de la insulina sérica presentada por
cada uno de los grupos al término de los 180 dias de estudio, n=7. Las letras indican diferencias
significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.

Concentracion de leptina en suero

Como se muestra en la grafica 8, la concentracion de leptina entre el grupo alimentado con
caseina y proteina de soya no presenta diferencias significativas. El grupo caseina grasa
alcanzo valores de 15.1£1.8 ng/ml, 2.35 veces mads altos que los valores presentados por el

grupo de soya grasa (6.4£1.9 ng/ml).
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Grifica 8. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de leptina
en el modelo DIO. Los valores representan la media + del error estandar de leptina sérica presentada

por cada uno de los grupos al término de los 180 dias de estudio, n=7. Las letras indican diferencias
significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.
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CORTES HISTOLOGICOS

Para conocer si existia acumulacion de lipidos en el tejido muscular, se realizaron cortes
histologicos de 4 micras en frio de musculo esquelético (Vastus lateralis), los cuales se
tifieron con rojo oleoso (Fig. 4). Se observa mayor acumulacion de lipidos en los animales

alimentados con caseina y caseina grasa, que en los de soya y soya grasa.

Caseina 180 Caseina grasa

Soya grasa

Fig. 4 Efecto del consumo de proteina de soya en la acumulaciéon de lipidos en el interior del musculo
esquelético (Vastus lateralis) del modelo DIO. Cortes histologicos de 4 pum de Vastus lateralis
representativos de cada uno de los grupos al término de los 180 dias de estudio. Sometido a tincion de Rojo
Oleoso para la identificacion de lipidos. Aumento 10x.

Uno de los hechos mas importantes que se notan al examinar los patrones de tincion de rojo
oleoso en musculo esquelético, es la heterogeneidad que existe de la tincién de lipidos de
las fibras musculares la cual esta relacionada con el tipo de fibras. La heterogeneidad
permite hacer un analisis cuantitativo de las células tefiidas con rojo oleoso (positivas) y de
las células no tefiidas de rojo oleoso (negativas). Se observa que las células de los grupos
que consumieron proteina de soya y soya grasa independientemente del contenido de
lipidos poseen un menor porcentaje de células positivas y un mayor porcentaje de células

negativas al ser comparadas con los grupos de caseina y caseina grasa. Grafica 9.
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Grifica 9. Efecto del consumo de proteina de soya sobre el acimulo de lipidos en el interior del miocito
en el modelo DIO. Los valores representan la media + del error estandar del porcentaje de células tefiidas
(positivas B) y de células no tefiidas (negativas M) presentada por cada uno de los grupos al término de los
180 dias de estudio, n=4.

Porcentaje de células positivas: caseina 44+1.0°, soya 12+0.5°, caseina grasa 64+2.5%, soya grasa 43+7.0.°
Porcentaje de células negativas: caseina 56+ l.Ob, soya 89+0.5", caseina grasa 37+2.5° soya grasa 57+7.5 b
Las letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b>c.

Al observar las histologias y encontrar menor acumulacion de lipidos al interior del
miocito, asi como los cambios observados en los datos bioquimicos, en los animales que
consumieron soya independientemente del contenido de lipidos en la dieta, se estudi6 la
funcionalidad de AMPK, con la finalidad de entender si estos efectos se debian a un cambio

en la capacidad oxidativa del musculo esquelético y se observo lo siguiente:

1) La determinacion de la fosforilacion de AMPK. Se midi6 la expresion de la proteina total
(AMPK) asi como de la proteina AMPK fosforilada en el residuo Thr 172 (pT172AMPK),
utilizando como control de carga a la proteina actina. Posteriormente, se calcul6 la relacion
pT172AMPK/AMPK y de esta forma se determind el porcentaje de la fosforilacion de
AMPK con la finalidad de conocer de forma indirecta el grado de activacion de la proteina
en cada uno de los tratamientos dietarios. Asi se observo que en el modelo de obesidad
inducida por dieta, la relacion pT172AMPK/AMPK fue significativamente mayor en los
animales alimentados con proteina de soya independientemente del contenido de lipidos en

la dieta. Grafica 10.
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Grifica 10. Efecto del consumo de proteina de soya sobre la fosforilacion de AMPK Thr ' en
extractos citoplasmaticos de musculo esquelético modelo DIO. A) Inmunoblot de AMPK total, Actina
y la fosforilacion de AMPK Thr ', B) Anélisis de inmunoblots se presentan como unidades arbitrarias
de densidad por cada uno de los grupos al término de los 180 dias de estudio, n=7. Las letras indican
diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.

2) La expresion de mRNA de algunos genes blanco de AMPK

Para la determinacién de la abundancia relativa de mRNA de los diferentes genes, la
expresion de los grupos de soya y soya grasa se hizo relativa a la expresion de los grupos

caseina y caseina grasa, respectivamente.

En el Anexo 1 se muestran los célculos para la obtencion de la expresion relativa,
asi como una segunda determinacion de la abundancia relativa de mRNA de los diferentes
genes, donde la expresion de los grupos de soya, soya grasa y caseina grasa se hizo relativa

a la expresion del grupo de caseina.

Con respecto a la expresion de los genes involucrados en las vias oxidativas y
transporte de glucosa como: PPARS, UCP3, CPT1, MCD, y GLUT4 respectivamente se

observé un incremento significativo en la expresion de mRNA en animales alimentados con
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proteina de soya, independientemente de la cantidad de lipidos. Por el contrario, en la
expresion de los genes involucrados en las vias lipogénicas como: SREBPlc y SCDI se
observo una disminucion significativa en la expresion de mRNA en animales alimentados
con proteina de soya de forma independientemente de la cantidad de lipidos recibidos
(Tabla 3). Estos resultados sugieren que la combinacidén de un incremento en la oxidacién
de los 4cidos grasos y una disminucidon en su sintesis conlleva a una reduccion del

contenido de lipidos en la célula.”

Tabla 3. Efecto del consumo de proteina de soya en la expresion relativa de mRNA de
PPARJ, UCP-3, CPT1, MCD, GLUT4, SREBP1c y SCD1 de musculo esquelético del
modelo DIO

Caseina Soya Caseina grasa Soya grasa
PPARS 1.0+0.13° [1.82+0.04° 1.0+0.05° 2.09+0.12°
UCP3 1.0+0.01° [1.83+0.07°] 1.0+ 0.01° 1.67+0.05°
CPT1 1.0+0.14° [1.61 +0.06°] 1.0+ 0.15" 1.88+0.15°
MCD 1.0+ 0.23* 1 0.81+0.09° 1.0+ 0.15° 580+0.29°
GLUT4 1.0+ 0.15° [2.62+0.32°) 1.0+ 0.06° 2.17+0.56°
SREBPI1c 1.0+ 0.07° |0.40+0.02° 1.0+ 0.10" 0.64 +0.03°
SCD1 1.0+ 0.07* [0.623+0.17° 1.0+ 0.13° 0.047 + 0.009°
Los valores presentados son relativos a la expresion de actina. La expresion de
caseina y caseina grasa fueron utilizados valores relativos para los grupos de
proteina de soya y soya grasa, respectivamente. Expresados como promedios + el
error estandar de la media. Las letras indican diferencias significativas entre los
grupos (p<0.05). a>b. n=3.
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Determinacion del tipo de acidos grasos contenidos en el musculo esquelético.

Para determinar si la acumulacion de lipidos en el muisculo se asociaba con la presencia de
un tipo de acido graso. Se cuantificaron los acidos grasos contenidos en el interior del
musculo esquelético por medio de cromatografia de gases. No se observaron diferencias
significativas en el tipo de acidos grasos contenidos en el musculo esquelético en ninguno

de los tratamientos dietarios. Grafica 11.
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Grifica 11. Efecto del consumo de proteina de soya en el contenido de acidos grasos en misculo
de ratas Sprague Dawley modelo DIO. Los valores representan la media + del error estandar de los
acidos grasos expresados como porcentaje del total presentada por cada uno de los grupos al término
de los 180 dias de estudio, n=7. No se encontraron diferencias significativas a una p<0.05.

Durante la obesidad existe un incremento en el contenido de triglicéridos en el interior de
este tejido lo que interfiere en la sefalizacion de insulina. En ausencia de un cambio
significativo en el patron de acidos grasos, se realizo la extraccion de triglicéridos del

musculo esquelético.
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Contenido de triglicéridos en el interior del musculo esquelético
Como se muestra en la grafica 12, el consumo de proteina de soya independientemente del

contenido de lipidos en la dieta disminuy¢ significativamente el acimulo de triglicéridos en

el musculo esquelético.
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Grifica 12. Efecto del consumo de proteina de soya sobre el contenido de triglicéridos en el miisculo
esquelético. Los valores representan la media + del error estandar del contenido de triglicéridos
presentada por cada uno de los grupos al término de los 180 dias de estudio, n=5. Las letras indican
diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.
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Con el estudio del modelo anterior de obesidad, se observo que el consumo de proteina de
soya independientemente del contenido de lipidos en la dieta, increment6 la fosforilacion
de AMPK, permitiendo una mayor expresion de genes involucrados en la oxidacion de
lipidos asi como en la utilizacién de glucosa, y una menor expresion de los genes
involucrados en la sintesis de lipidos. Y disminuyd el contenido de triglicéridos en el
interior del musculo esquelético. Para conocer si los efectos de la proteina de soya en el
musculo esquelético eran mediados directamente a través de una accidon directa sobre el
receptor de la leptina, se utilizd un modelo de obesidad que presenta un defecto en este
receptor. A continuacidon se muestran los resultados obtenidos en el modelo de obesidad

genética.

OBESIDAD GENETICA (ZUCKER (FA/FA)

Ganancia de peso
En la grafica 13 se observa que el grupo alimentado con caseina presentd al término del
estudio un peso de 591.9 + 48.9 g, 16% menor que el grupo que consumio proteina de soya

el cual termin6 con un peso de 687122 g.
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Grifica 13. Efecto del consumo de proteina de soya sobre la ganancia de peso en ratas Zucker fa/fa
modelo GO. Los valores representan la media + del error estandar del peso que presentaron cada uno de los
grupos cada dia durante los 160 dias de estudio, n=10. Las letras indican diferencias significativas entre los
grupos (p<0.05). a>b.
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Consumo de alimento

En la grafica 14 se observa que el grupo de animales alimentados con caseina consumieron
en promedio 24.5 + 2.1 g sin presentar diferencia significativa con el grupo alimentado con

soya el cual consumié 25 +2.4 g.
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Griafica 14. Efecto la de proteina de soya en el consumo de alimento en ratas Zucker fa/fa
modelo GO. Los valores representan la media + del error estandar de la cantidad de alimento
ingerida diariamente por durante los 180 dias de estudio, n=10. No se encontraron diferencias
significativas a una p<0.05.

Para determinar si la diferencia encontradas en el peso de los animales alimentados con
proteina de soya, afectaban a los parametros bioquimicos, se obtuvo el suero de los
animales de cada grupo y se determind la concentracion de glucosa, triglicéridos y

colesterol.
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PARAMETROS BIOQUIMICOS

Concentracion de glucosa en suero

En la grafica 15 se observa que la alimentaciéon con proteina de soya disminuyd
significativamente la concentracion de glucosa, de 168 + 20 mg/dl en el grupo de caseina a

135 + 10 mg/dl de glucosa.
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Grifica 15. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de glucosa en
ratas Zucker fa/fa modelo GO. Los valores representan la media + del error estandar de la glucosa en
suero presentada por cada uno de los grupos al término de los 160 dias de estudio, n=10. Las letras
indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.

Concentracion de colesterol en suero

El grupo alimentado con soya disminuy¢ significativamente sus niveles de colesterol 179 +

30 mg/d comparados con el grupo alimentado con caseina que presentd valores de 575 + 66

mg/dl de colesterol. (Grafica 16).
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Grafica 16. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de
colesterol en ratas Zucker fa/fa modelo GO. Los valores representan la media + del error estandar
del colesterol en suero presentada por cada uno de los grupos al término de los 160 dias de estudio,
n=10. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.

Concentracion de triglicéridos en suero

La concentracion de triglicéridos en suero se presenta en la grafica 17. El consumo de
proteina de soya disminuy6 las concentracion de triglicéridos en suero (457.5 £ 20 mg/dl)

comparado con el grupo de caseina que alcanzo valores de 813 + 116 mg/dl.
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Grifica 17. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de
triglicéridos en ratas Zucker fa/fa modelo GO. Los valores representan la media + del error estandar
de los triglicéridos en suero presentada por cada uno de los grupos al término de los 160 dias de estudio,
n=10. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.
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Concentracion de insulina en suero

En la grafica 18 se puede observar como la concentracion de insulina plasmatica no
presentd diferencia significativa entre el grupo alimentado con caseina y el grupo

alimentado con soya con concentraciones de 7.443.13 ng/ml y 6.3£0.9 ng/ml

respectivamente.
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Grifica 18. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de insulina en
ratas Zucker fa/fa modelo GO. Los valores representan la media + del error estandar de la insulina sérica

presentada por cada uno de los grupos al término de los 160 dias de estudio, n=10. No se encontraron
diferencias significativas a una p<0.05.

Concentracion de leptina en suero

Como se muestra en la grafica 19, la concentracion de leptina entre el grupo alimentado con
caseina y proteina de soya no se observaron diferencias significativas. Las concentraciones

registradas fueron de 17+1.7 ng/ml y 18+1.8, respectivamente.
20 4
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Grifica 19. Efecto del consumo de proteina de soya sobre las concentraciones séricas de leptina en
ratas Zucker fa/fa modelo GO. Los valores representan la media + del error estandar de leptina sérica
presentada por cada uno de los grupos al termino de los 160 dias de estudio, n=10. No se encontraron
diferencias significativas a una p<0.05.
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CORTES HISTOLOGICOS

Para conocer si existia acumulacion de lipidos en el tejido muscular, se realizaron cortes
histologicos de 4 micras en frio de musculo esquelético (Vastus lateralis), las cuales se
analizaron por medio de la técnica de rojo oleoso (Fig. 5). Se observa mayor acumulacién

de lipidos en los animales alimentados con caseina.

CASEINA PROTEINA DE SOYA

Y \ - - y . ’ " *
' Sy -

Fig. 5 Efecto del consumo de proteina de soya en la acumulaciéon de lipidos en el interior del
misculo esquelético (Vastus lateralis) de ratas Zucker fa/fa modelo GO. Cortes histologicos de 4 pm

de Vastus lateralis representativos de cada uno de los grupos al término de los 160 dias de estudio.
Aumento 10x. n=5.

La heterogeneidad de la tincion de las fibras con rojo oleoso permite hacer un analisis
cuantitativo de las c€lulas tefiidas con rojo oleoso (positivas) y de las células no tefiidas de
rojo oleoso (negativas). Se observa que el grupo que consumid proteina de soya posee un
menor porcentaje de células positivas (62+3.0) y un mayor porcentaje de células negativas
(38+3.0) al ser comparadas con el porcentaje de células positivas (85+3.0) y negativas

(62+3.0) del grupo de caseina Grafica 20.
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Grafica 20. Efecto del consumo de proteina de soya sobre el acimulo de lipidos en el interior del
miocito de ratas Zucker fa/fa modelo GO. Los valores representan la media + del error estandar del
porcentaje de células tefiidas (positivas ) y de células no tefiidas (negativas M) presentada por cada uno de
los grupos al término de los 180 dias de estudio, n=4. p<0.05.

Porcentaje de células positivas: caseina 85+3.0%, soya 62+3.0.°

Porcentaje de células negativas: caseina 15+3.0°, soya 38+3.0.%

Las letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.

Al observar menor acumulacion de lipidos al interior del miocito en los animales
alimentados con proteina de soya. Se estudio el efecto del consumo de proteina de soya

sobre la funcionalidad de AMPK mediante:

1) Determinacion del estado de fosforilacion de la AMPK.

De la forma descrita en el modelo anterior (DIO) se determiné la fosforilacion de
AMPK con la finalidad de conocer de forma indirecta la funcionalidad de la proteina en
cada uno de los tratamientos dietarios. Asi se observd que en el modelo de obesidad
genética, la relacion pT172AMPK/AMPK fue significativamente mayor en los animales

alimentados con proteina de soya. Grafica 21.
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Grifica 21. Efecto del consumo de proteina de soya sobre la fosforilacion de AMPK Thr ' en extractos

citoplasmaticos de musculo esquelético de ratas Zucker fa/fa modelo GO. A) Inmunoblot de AMPK total,
Actina y la fosforilacion de AMPK Thr'’?, B) Anélisis de inmunoblots se presentan como unidades arbitrarias
de densidad por cada uno de los grupos al término de los 160 dias de estudio, n=5. Las letras indican
diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.

2) La expresién de mRNA de algunos genes blanco de AMPK

Para la determinacion de la abundancia relativa de mRNA de los diferentes genes se
compar6 la expresion del grupo de soya relativo a la expresion del grupo alimentado con
caseina. Con respecto a la expresion de los genes involucrados en las vias oxidativas y de
transporte de glucosa (PPARS, UCP3, CPT1, MCD, y GLUT4) se observo un incremento
muy significativo en la expresion de mRNA en animales alimentados con proteina de
soya. Por otra parte, la expresion de los genes involucrados en las vias lipogénicas
(SREBPl1c y SCDI) presentd una disminucion significativa en la expresion de mRNA en

animales alimentados con proteina de soya (Tabla 4).
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Tabla 4. Efecto del consumo de proteina de soya en la expresion relativa de mRNA de PPARGJ,

UCP-3, CPT1, MCD, GLUT4, SREBP1c y SCD1 de musculo esquelético del modelo GO.

Caseina Soya
PPARS 1.00 + 0.63° 7.63+0.36°
UCP3 1.00 + 0.67° 8.77+0.37°
CPT1 1.00 + 0.06" 4.05+0.073°
MCD 1.00 + 0.06" 1250 +1.10°
GLUT4 1.00 + 0.02° 1.56+0.18*
SREBP1c¢ 1.00 + 0.04 0.18 +0.073°
SCD1 1.00 + 0.13 0.028 + 0.002°

Los valores presentados son relativos a la expresion de actina. La expresion de caseina fue utilizada como
valor relativo para el grupo de proteina de soya y soya grasa. Expresados como promedios =+ el error estandar

de la media. n=3.Las letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). a>b.
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Determinacion del tipo de acidos grasos contenidos en el musculo esquelético.

De igual forma que en el modelo anterior se cuantificaron los acidos grasos
contenidos en el interior del musculo esquelético por medio de cromatografia de gases. Los
animales alimentados con proteina de soya presentaron 11.7% menos en el contenido de
acido palmitito (C16:0) y un 8.2% mas en el contenido de acido oléico. En cuanto a los

demas 4cidos grasos no se encontr6 diferencia significativa. Grafica 22.
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Grifica 22. Efecto del consumo de proteina de soya en el contenido de Acidos grasos en miisculo de ratas
ratas Zucker fa/fa modelo GO. Los valores representan la media + del error estandar de los acidos grasos
expresados como porcentaje del total presentada por cada uno de los grupos al término de los 160 dias de
estudio, n=5. No se encontraron diferencias significativas a una p<0.05.
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DiscusIiON

La soya posee una proteina de buena calidad nutrimental que es capaz de cubrir los
requerimientos proteicos y el balance de nitrégeno en nifios, adolescentes y adultos; una
vez digerida, la proteina de soya brinda el 100% de los aminoacidos indispensables
requeridos para la fase de crecimiento, a diferencia de otras proteinas vegetales como la
zeina que es deficiente en lisina lo que ocasiona una disminucion en la velocidad de
crecimiento en los animales que la consumen.” En el presente estudio se observo que
independientemente del modelo de obesidad (obesidad inducida por dieta o obesidad
genética) los seis grupos de investigacion, presentaron la misma curva de crecimiento
durante los primeros 30 dias lo que indica que los animales se comportan de igual manera
durante la fase de crecimiento independientemente del tipo de proteina que reciben, ademas
de que muestra que la proteina de soya cubre los requerimientos para que un organismo

pueda crecer de forma correcta.

Durante la fase adulta en el modelo de obesidad inducida por dieta (DIO) la ratas
alimentadas con proteina de soya alcanzaron una menor ganancia de peso
independientemente de la cantidad de lipidos de la dieta. Para conocer si las diferencias
encontradas en la ganancia de peso se debian a cambios en el consumo de alimento, se
determiné la cantidad de alimento ingerida, encontrandose un menor consumo de alimento
en los animales que consumieron las dietas altas en lipidos. Debido a que el aporte
energético que proporcionaba las dietas altas en lipidos era de 5 kcal/g comparadas con las
dietas con un contenido normal de lipidos que aportaban 4 kcal/g, se calculd el consumo
energético, indicando que todos los animales independientemente del tipo de proteina y la

cantidad de lipidos recibida ingirieron la misma cantidad de energia.

En la fase adulta del modelo de obesidad genética (GO) la ganancia de peso entre los
dos grupos fue igual sin existir diferencia significativa hasta el dia 140 de tratamiento. Sin
embargo, a partir del dia 150, los animales alimentados con caseina perdieron peso,
mientras que los alimentados con proteina de soya tuvieron una ganancia de peso continua
hasta el final del tratamiento. La disminucién en el peso de los animales alimentados con
caseina se pudo deber posiblemente a un mayor deterioro fisico acompanado de irritacion

en la piel, provocando pérdida de pelo y desprendimiento de escamas.
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Dentro de las caracteristicas que se presentan en el desarrollo de la obesidad se
encuentran alteraciones en las concentraciones plasmaticas de algunos metabolitos, como
los triglicéridos, el colesterol y la glucosa.”* En los dos modelos DIO y GO estudiados, se
pudo confirmar el efecto hipolipidémico que presenta el consumo de proteina de soya, se
observdo una disminucidon considerable en los niveles de colesterol y triglicéridos,
independientemente de la cantidad de lipidos en la dieta (graficas 5, 6, 16 y 17). El
mecanismo por el cual el consumo del aislado de proteina soya ejerce este efecto atin no ha
sido completamente establecido. Actualmente se considera que el balance entre la ingestion
y excrecion de colesterol resulta de la absorcion en el ileon por el transportador NCP1 y su
excrecion por los transportadores ABCGS5/ABCGS8. Por otro lado la incretina FGF15
disminuye la sintesis de acidos biliares en el higado reprimiendo la expresion del gen
CYP7A (enzima limitante en la sintesis de acidos biliares). La recirculacion de los acidos
biliares ocurre mediante el transportador de acidos biliares BSEP en el higado y los acidos
biliares son reabsorbidos y transportados por IBAT e IBAP en el enterocito
respectivamente. Estudios en el laboratorio de Fisiologia de la Nutricién indican que los
animales que consumen proteina de soya muestran un incremento en la expresion de NCP1
asi como de ABCG5/ABCGS lo que indica un incremento en la absorcion de colesterol.
También se observo una reduccidon en la expresion de FGF15 y un incremento en la
expresion de CYP7A junto con un incremento en la expresion de BSEP y una disminucion
en la expresion génica de IBAT (transportador de acidos biliares iliacos) e IBAP (proteina
de unidn de acidos biliares iliacos) indicando con los resultados anteriores que el consumo
de proteina de soya incrementa la sintesis y excrecion fecal de acidos biliares.”> *® Por otro
lado Lovati y col.”® encontraron una mayor eliminacion de las lipoproteinas de baja y muy
baja densidad por los hepatocitos, esto tltimo siendo responsable de la disminucion de los
triacilglicéridos plasmaticos, lo cual se asocia a una mayor expresion del receptor para

LDL.

Los valores de glucosa en suero en el modelo DIO, no presentaron cambios
independientemente del tipo de proteina y la cantidad de lipidos recibidos; sin embargo, el
aumento en los niveles de glucosa en los animales que mantuvieron una mayor ingestion de

lipidos sugiere la aparicion de resistencia a la insulina. Contrario a los resultados en DIO,
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en el modelo de GO la proteina de soya indujo una disminucion de la concentracion de

glucosa sin modificar las concentraciones de insulina.

En el presente trabajo los valores de insulina plasmatica en los modelos DIO y GO,
no presentaron diferencias significativas por el tipo de proteina recibida. Se ha demostrado
que la resistencia a la insulina puede estar ocasionada por la acumulacion de acidos grasos

, fpi o 57,58
en el musculo esquelético.””

Para conocer el acimulo de lipidos en el interior del miocito
se realizaron cortes histologicos. Uno de los hechos mas importantes que se notan al
examinar los patrones de la tinciéon de rojo oleoso en musculo esquelético, es la
heterogeneidad que existe de la tincion de lipidos de las fibras musculares la cual esta
relacionada con el tipo de fibras, debido a que las fibras musculares difieren en su
contenido de lipidos asi como a la sensibilidad a la insulina.” En general las fibras tipo I o
slow-twitch u oxidativas (fibras de resistencia) contienen mas lipidos que las fibras tipo II
que son menos sensibles a la insulina. En pacientes obesos se observa una disminucion de
fibras tipo I (oxidativas) en el musculo vastus lateralis y un incremento en las fibras tipo II,
a diferencia de personas delgadas donde se observa un mayor contenido de fibras tipo I que
fibras tipo II y en cuanto al contenido de lipidos este se incrementa en pacientes obesos
comparado con pacientes delgados. Interesantemente el incremento en el contenido de
lipidos en los obesos parece ser independiente del tipo de fibras.® En el presente estudio,
se observd que en ambos modelos de obesidad existe mayor concentracion de lipidos en los
miocitos de los animales alimentados con caseina comparados con los alimentados con
proteina de soya. El acimulo de lipidos resulta mucho mayor en el modelo GO debido a la
ausencia del receptor de leptina. El acimulo de lipidos en el miocito (lipotoxicidad) se debe
a la pérdida en la accion antiestatdtica de la leptina, que puede deberse a la resistencia a la
accion de esta hormona o a la mutacion del receptor como en la obesidad inducida por dieta
o en la obesidad génica, respectivamente. Al encontrar menor acumulacion de lipidos al
interior del miocito en los animales alimentados con proteina de soya se investigo el papel
de la leptina sobre este efecto.

Los efectos antiestatoticos de la leptina en musculo esquelético se han relacionado
con la activaciéon de AMPK por medio de cambios en la relacion AMP/ATP®' lo que

permite la fosforilacion en la Thr172 por medio de la enzima cinasa serina/treonina LKBI1.

Si la concentracion de AMP se eleva y el AMP se encuentra unido a la subunidad y de
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AMPK, ocasionara un cambio conformacional en la subunidad o, lo que permitira que el
residuo Thr172 de la enzima quede expuesto y pueda ser fosforilado® y en consecuencia
activada por la enzima LKB1%. En caso de que una molécula de ATP se una en los
dominios Bateman, no se llevaré a cabo el cambio conformacional y la enzima permanecera
en su forma inactiva.

Recientemente se encontrdé en mioblastos C2C12 de ratdén que la leptina produce
una activacion bifasica de la subunidad & AMPK®. En principio activa a la subunidad o-
2AMPK que contiene a las subunidades a2 y al lo que resulta en la estimulacion de la
oxidacion de acidos grasos a través de la fosforilacion de ACC y MCD abatiendo la
concentracion de la malonil CoA, que inicia la sintesis de acidos grasos y que es un
inhibidor de la proteina CPT1 encargada de transportar a los acidos grasos activados a la
mitocondria para poder ser oxidados. El efecto posterior de la leptina, que hace que la
oxidacion de los lipidos trascienda, se debe a que a2AMPK es translocada al nucleo gracias
a la senal de localizacion nuclear (NLS) que posee dentro de la subunidad a2. Una vez en
el nucleo la a2AMPK induce la transcripcion de PPARa. La activacion de AMPK permite
el incremento de la proteina desacoplante 3 (UCP3) pero el mecanismo por el cual UCP3 es
regulado por AMPK atin se desconoce. Por otro lado Acin et al®® identificaron un elemento
de respuesta para los PPARs en el gen de UCP. Una posibilidad para el incremento de la
UCP3 en musculo esquelético mediada por AMPK podria deberse a que AMPK aumente la
transcripcion de PPAR. Pero esto es s6lo una hipotesis, atn falta comprobar si la leptina a
través de AMPK también incrementa la transcripcion de PPARS y que este factor
incremente la transcripcion de UCP3. Finalmente, se ha reportado que en ratas obesas
resistentes a la insulina existe una disminucion de la expresion y de la fosforilacion de la
AMPK y una disminucion de la expresion de la enzima LKBI. En el modelo DIO se
observé que los niveles plasmaticos de leptina mostraban una correlaciéon importante con el
peso corporal (R*= 0.8526). Se observé que la ganancia de peso fue menor en los animales
alimentados con proteina de soya y esto se asocia significativamente con una menor
concentracion de leptina en suero. Se ha demostrado que la obesidad asi como el consumo
de dietas altas en lipidos, se relacionan con hiperleptinemia lo que se ha asociado con la
resistencia a la leptina®®. Debido a que los animales alimentados con proteina de soya

mostraron concentraciones menores de leptina comparado con los animales que
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consumieron caseina, independientemente del contenido de lipidos en la dieta, se observo
un aumento en la fosforilacion de AMPK en los animales alimentados con soya, lo que se
asocia con una mejor funcionalidad de la leptina. Estos animales presentaron un incremento
significativo en las expresiones génicas de MCD, CPT1, PPARS y UCP3. Lo anterior
indicaria que la proteina de soya no permite el desarrollo de resistencia a la leptina,
ocasionando que la leptina pueda activar a la AMPK, dando como resultado un incremento
en la oxidacién de lipidos mediada por AMPK.

Por otra parte, en el modelo DIO se observd un incremento en la expresion génica
de GLUT4 en los animales alimentados con proteina de soya independientemente del
contenido de lipidos en la dieta. El incremento en la expresion de GLUT4 en musculo
esquelético podria contribuir de forma importante a disminuir o prevenir la resistencia a la
insulina. Es importante considerar que el musculo esquelético en reposo es el responsable
del 20% del metabolismo de glucosa, pero bajo condiciones de estimulacion por insulina es
el responsable del 80% de la captacion de glucosa. ¢’ Por lo tanto, el masculo es uno de los
tejidos que mas participa en la resistencia a la insulina en la diabetes de tipo 2. En pacientes
diabéticos, la glucosa captada en respuesta a insulina es un 30-40% menor que en
individuos no diabéticos, y un 90% de esta disminucion se debe a una menor captacion por
tejidos periféricos, principalmente el musculo. La resistencia a la insulina en el musculo
esquelético se define como un defecto en la accion de la insulina sobre la entrada de
glucosa.” Estudios previos sugieren que una disminucion en la actividad de la AMPK
pudiera ser otro factor involucrado en el desarrollo de la resistencia a la insulina en el
musculo. La AMPK podria disminuir la resistencia a la insulina a través de dos
mecanismos. El primer mecanismo es el aumento de la fosforilacion de IRS1 lo cual
incrementa la sefalizacion de la insulina. El segundo mecanismo es a través de la
fosforilacion de la proteina AS160 por la AMPK, sugiriendo que AS160 puede estar
involucrada en la translocacion de GLUT4 de forma dependiente de la AMPK y de forma
independiente de insulina. ®® Otro de los posibles mecanismos por los cuales la AMPK
podria incrementar GLUT4 es a través del incremento en su transcripcion.”

Por otro lado la AMPK activa, puede reprimir a nivel transcripicional los genes
involucrados en la sintesis de lipidos controlados por el factor de transcripcion SREBPIc,

el mecanismo por el cual AMPK reprime la transcripcion de SREBP no se ha descrito.
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Estudios en animales de laboratorio han demostrado que la sobreexpresion SREBPIc en
higado asi como el consumo de dietas altas en lipidos ocasionan acimulos de triglicéridos y
colesterol en el hepatocito, asi como el incremento de la expresion de genes como HMG
CoA, ACC, FAS, SCDI1 lo que ocasiona un incremento en la sintesis de colesterol y acidos
grasos en el higado ocasionando esteatosis hepatica.”” ’' El consumo de dietas ricas en
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) en animales indican una reduccién en los niveles de
expresion de SREBP”, debido a que aceleran la degradacion de SREBPIc. Por otro lado
pacientes obesos muestran una baja tasa de oxidacion de acidos grasos, e incremento en la
sintesis de triglicéridos en el musculo esquelético asociados con un incremento en la

1.7 Los animales SCD™ presentan una menor ganancia de

expresion y la activad de SCD
peso, valores bajos de insulina y leptina en plasma, reduccion en la cantidad de tejido
adiposo, no presentan resistencia a la insulina y tienen un mayor gasto energético.”*
Estudios previos en el laboratorio indican que el consumo de proteina de soya en ratas con
obesidad inducida por dieta reduce significativamente el acimulo de triglicéridos y
colesterol en el higado, disminuyendo de esta manera la lipotoxicidad. Estos cambios en el
higado se han asociado a una menor expresion del factor de transcripcion SREBP-1 y de
sus genes blanco como es el de la sintasa de los acidos grasos. Esta disminucion en la
sintesis de acidos grasos en higado se acompana de una disminucion en la concentracion de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).”

En el presente estudio, en el modelo DIO se observd en musculo esquelético una
disminucion significativa en la expresion génica de SREBPIc asi como de SCDI en los
animales alimentados con proteina de soya a pesar del consumo alto de lipidos, indicando
una disminucion en la sintesis de lipidos mediada en parte por SREBPIc y su gen blanco
SCD1. La disminuciéon en la sintesis de lipidos se asocid a una disminucién en la
acumulacion de triglicéridos en el interior del musculo esquelético.

La forma en la cual se relacionan los lipidos intramusculares con la resistencia a la
insulina aun estd en debate. Se ha propuesto que el incremento en el contenido de
triglicéridos interfiere en la sefializacion de insulina, impidiendo la activacion de PI3K
mediada por insulina, y en consecuencia se observa menor translocacion de la proteina
encargada de transportar la glucosa al interior de la célula (GLUT4).”® Por otro lado, se han

. , . . . . . 77
relacionado a los acidos grasos de cadena larga (LCA) con la resistencia a la insulina.
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Holland y col.”® han demostrado que los acidos grasos libres saturados pero no los acidos
grasos monoinsaturados inhiben a la PKB también llamada Akt. Los acidos grasos
saturados inducen la acumulacién de ceramidas y diacilglicerol (DAG). El acumulo de
ceramidas y de DAG se ha implicado en la resistencia a la insulina debido a que inhiben la
sefializacion de insulina, a través de la activacion de PKCC. Esta cinasa inhibe la
translocacion de Akt a la membrana e inhibiendo la uniéon de los fosfoinositidos al dominio
PH de Akt a través de la fosforilacion en el residuo Thr 34 del dominio PH (dominio de
homologia con plequestrina) de Akt. Esta fosforilacion ocasiona la pérdida del cambio
conformacional en la Akt, ocasionando que no se expongan los sitios de regulacion Thr
308 y Ser 473 fosforilados posteriormente por PDK1.” En sujetos obesos con diabetes
mellitus tipo 2 se observa un incremento en el contenido lipidico en musculo esquelético
comparado con sujetos delgados no diabéticos. Una de las caracteristicas de la resistencia a
la insulina es la disminucién en la capacidad oxidativa de los lipidos para ser utilizados
como fuente de energia. El consumo de proteina de soya en el modelo DIO, disminuy6 el
acumulo de triglicéridos en el interior del musculo esquelético, sin presentar diferencia en
el patron de acidos grasos. Un menor acimulo de triglicéridos se ha relacionado con un
adecuado funcionamiento de la leptina. En el modelo DIO observamos que las ratas no
presentaron resistencia a la accion de la leptina debido a que no desarrollaron
hiperleptinemia. Esto sugiere que la leptina llevd a cabo sus acciones a través de la
activacion de AMPK y en consecuencia incrementd la expresion de genes involucrados en
la oxidacién de lipidos y la disminucién de la expresion de genes involucrados en la sintesis
de lipidos. Por otro lado, estudios previos en el laboratorio han demostrado que el consumo
de proteina de soya en una dieta alta en lipidos incrementa la sensibilidad a la insulina a
través de la reduccion en la secrecion de esta hormona,*® lo que concuerda con los
resultados de este trabajo.

A diferencia del modelo DIO donde la soya no permitio el desarrollo de resistencia
a la leptina. Los animales del modelo GO desarrollan hiperleptinemia independientemente
del tipo de dieta. Esto se debe a que las ratas Zucker obesas (fa/fa) tienen una mutacién en
el receptor de leptina donde existe una sustitucion del residuo glutamina-269 por prolina.
Esta mutacion ocasiona que el efecto antiestatdtico de la leptina no pueda llevarse acabo.

De tal forma que el mecanismo planteado anteriormente para la activacion de AMPK
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mediado por leptina no ocurre para el modelo GO. Interesantemente, una de las
observaciones que mas llamo6 la atencion en el modelo GO es el aumento en la
fosforilaciéon de AMPK que se observo en los animales que consumieron proteina de soya,
el cual no se observa cuando se compara con el grupo alimentado con caseina. Por lo tanto,
la leptina no es la tnica adipocitocina que puede modular la actividad de la AMPK. De
hecho se ha descrito que la adiponectina puede regular la actividad de la AMPK, *! aunque

aun no se ha descrito el mecanismo.

La adiponectina es una hormona secretada por el tejido adiposo. Existen dos tipos,
la forma globular y la forma larga que se observa principalmente en plasma. Se han
identificado dos receptores para adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2. El receptor AdipoR1
tiene un patrén de expresion ubicuo pero es mas abundante en musculo esquelético y
responde a la forma globular, mientras que el receptor AdipoR2 es mas abundante en
higado y responde a la forma larga de adiponectina.*® La expresion de ambos receptores
esta disminuida en musculo esquelético y tejido adiposo en ratones ob/ob lo que se ha
relacionado con la reduccion en la sensibilidad de la adiponectina. ** En ratones obesos y
diabéticos, como en humanos obesos la expresion de adiponectina se encuentra
disminuida.** > %

Al igual que la leptina, la adiponectina mediante sus receptores AdipoR1 y Adipo
R2 puede incrementar la sensibilizacion de la insulina in vivo reduciendo el acumulo de
triglicéridos en el musculo esquelético. Este efecto se ha relacionado a un incremento en la
expresion de genes involucrados en el transporte de acidos grasos y en la beta oxidacion
mediada por PPARA” y por la forma activa de AMPK.™ En ratones ob/ob la activacion de
AMPK mediada por adiponectina esta disminuida. El mecanismo por el cual la
adiponectina activa a AMPK en el musculo esquelético parece ser comin al de la leptina.
Es posible que los efectos observados en el modelo GO en los animales alimentados con
proteina de soya, sobre la disminucion de la concentracion de acido palmitico en el interior
del miocito, asi como del incremento en la expresion de genes involucrados en la oxidacion
de lipidos (MCD, PPARS, CPT1 y UCP3), en el transporte de glucosa (GLUT4) y de la
disminucion de la expresion de los genes involucrados en la sintesis de lipidos (SREBP1c y
SCD1) pudiera deberse a que la proteina de soya incremento la sensibilidad del receptor de

adiponectina Adipo R1 en musculo esquelético a través de la fosforilacion de AMPK. En
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ratas Zucker (fa/fa) comparados con ratas Zucker delgadas, las ratas Zucker fa/fa presentan
niveles elevados de adiponectina en plasma pero niveles de expresion del receptor AdipoR1
disminuidos en higado, tejido adiposo pardo y blanco, sin encontrar diferencias
significativas en musculo esquelético. Indicando que las diferencias existentes entre las
ratas Zucker fa/fa y las Zucker delgadas no se debe a una disminucion en las
concentraciones de adiponectina, sino a una disminucion en la sensibilidad a la hormona.®

Los resultados de este trabajo en conjunto establecen que la proteina de la soya incrementa
la actividad de AMPK en musculo esquelético por un mecanismo independiente de leptina.
Este aumento en la actividad de AMPK se asocia con un aumento en la expresion de genes
de oxidacién de acidos grasos y de transporte de glucosa y a una disminucion en la
expresion de sintesis de acidos grasos. Como consecuencia no hubo una acumulacion de
lipidos en el musculo esquelético, lo que se relaciona con una mejora en la sensibilidad de

la insulina.
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RESUMEN DE RESULTADOS

El consumo de proteina de soya en la obesidad inducida por dieta:

Permiti6 el adecuado crecimiento de los animales con una ganancia de peso menor
con respecto a los grupos de caseina.

Indujo un efecto hipolipidémico sobre las concentraciones de triglicéridos y
colesterol en sangre.

Disminuy6 el acumulo de lipidos en el interior del miocito sin cambios
significativos en el patron de 4cidos grasos.

Aument6 la relacion de pT172AMPK/AMPK total.

Indujo un incremento significativo en la expresion génica de MCD, CPT1, PPARG,
UCP3 y GLUT4, asi como una disminucion significativa en la expresion de

SREBPl1cy SCDI.

El consumo de proteina de soya en la obesidad genética:

Permiti6 el adecuado crecimiento de los animales y menor deterioro fisico.

Indujo un efecto hipolipidémico e hipoglucémico.

Disminuy6 el actimulo de lipidos con una disminucion significativa en la
concentracion de acido palmitico.

Aument¢ relacion de pT172AMPK/AMPK.

Indujo un incremento significativo en la expresion génica de MCD, CPT1, PPARSY,

UCP3 y GLUT4, asi como una disminucion significativa en la expresion de

SREBPlcy SCDI.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo establecen que la proteina de la soya incrementa la actividad
de AMPK en musculo esquelético por un mecanismo independiente de leptina. Este
aumento en la actividad de AMPK se asocia con un aumento en la expresion de genes de
oxidacion de acidos grasos y de transporte de glucosa y a una disminucién en la expresion
de sintesis de acidos grasos. Como consecuencia una menor acumulacion de lipidos en el
musculo esquelético, lo que se relaciona con una mejora en la sensibilidad de la insulina.
Aln queda por establecer a través de que mecanismo la proteina de soya estimula la
activacion de AMPK.
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ANEXO

Tabla 5. Ejemplo de calculo de la expresion relativa en el modelo DIO, usando el
equipo de PCR de tiempo real (Sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM 7000,
Applied Biosystems).

Expresion
Muestra | Gen Ct | Promedio Ct | Desv Std | ACt | AACt Relativa
Caseina | UCP3 | 25.1
Caseina | UCP3 | 25.3 25.25 0.09 1.22 | 0.00 1.00

Caseina | UCP3 | 25.3

Soya |UCP3| 24.2
Soya | UCP3 | 24.2 24.20 0.04 0.35 | -0.87 1.83
Soya |UCP3| 24.2

CHF | UCP3| 26.7
CHEF | UCP3| 26.5 26.59 0.11 2.43 | 0.00 1.00
CHF | UCP3| 26.6

SHE [ UCP3| 25.7
SHF | UCP3| 25.8 25.77 0.07 1.69 | -0.74 1.67
SHF | UCP3 | 25.8

Caseina |Actina| 23.8
Caseina |Actina| 24.1 24.02 0.18
Caseina |Actina| 24.2
Soya |Actina| 24.0
Soya |Actina| 23.9 23.85 0.13
Soya |Actina| 23.7
CHF |Actina| 24.2
CHF |Actina| 24.1 24.16 0.05
CHF |Actina| 24.2
SHF |[Actina| 24.0
SHF |Actina| 24.1 24.08 0.09
SHF |Actina| 24.2

El Ct (ciclo umbral o por su siglas en inglés thershold cycle) indica el ciclo en el cual se
amplifico el gen en un umbral arbitrario. (Figura 3y 4).

El ACt se obtiene por la diferencia en el ciclo umbral del gen problema y del gen
constitutivo. Con el fin de obtener un valor normalizado del gen problema por el gen
constitutivo. EI AC se determind por diferencia del promedio del Ct de UCP3 del
promedio del Ct de la actina. Una vez hecha la normalizacién por Actina se procede a
calcular el AACT.

El AACT es la asignacion del valor arbitrario de 1 al grupo que se considere control para
posteriormente realizar la determinacion de la abundancia relativa de los MRNA de los
grupos de estudio. Para calcular el AACt de los grupos de soya y soya grasa se asigno el
valor arbitrario de 1 al grupo de caseina y caseina grasa respectivamente

AACT = ACt del grupo control - ACt del grupo estudio

El calculo de la expresion relativa se realiz6 elevando al cuadrado el AACt de cada grupo
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Fig 6. Curva de amplificacion de UCP3 en el modelo DIO
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Tabla 6. Determinacién de la abundancia relativa de mRNA de los diferentes

genes, donde la expresiéon de los grupos de soya, soya grasa y caseina grasa se hizo

relativa a la expresion del grupo de caseina.

Caseina Soya Caseina grasa Soya grasa
PPARS 1.0+0.01 o1 1,847 +£0.222 0.793 +0.07° 1.657 £0.14°
[UCP3 1.0+0.01 ° 1 1537+0.072 0.413+0.003% | 0.713+0.03°¢
CPT1 1.0+0.14° | 2.420+0.09?% 0.920+0.12° 1.543 +0.12°
MCD 1.0+ 0.23% | 0.873+0.23 b 0.0343+0.07° | 2.027 +0.49°
GLUT4 1.0+ 0.15° | 2.693 £0.49%¢ | 1.577 +0.33%¢ | 3.170 +£0.49?
SREBPIc 1.0+ 0.07% | 0.407 +0.03° 0.620 +0.11° 0.387 £ 0.01°
SCD1 1.0+ 0.07° | 0.628+0.17°° | 4.944+0.99% | 0.225 + 0.02°¢

n=3

Los valores presentados son relativos a la expresion de actina. La expresion de caseina
y caseina grasa fueron utilizados valores relativos para los grupos de proteina de soya
y soya grasa, respectivamente. Expresados como promedios + el error estandar de la

media. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05) a>b>c>d
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