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Abreviaciones

Como la mayoria de las abreviaciones son de palabras en ingles, se definen las

siglas en ingles y entre paréntesis su significado en espanol

AGL: 4cidos grasos libres

CAS: Dieta control con caseina

CAS-AG: Dieta alta en grasa con caseina

CPT: Carnitine Palmitoyl-CoA Transferase (Transferasa de carnitina palmitoil-CoA)
IRS: Insulin receptor substrate (sustrato dei receptor a insulina)

LDL: Low Density Lipoproteins (Lipoproteinas de baja densidad)

LDLr: LDL receptor (Receptor para las lipoproteinas de baja densidad)

LXR: Liver X Receptor (Receptor X hepatico)

mRNA: messenger Ribonucleic Acid (Acido ribonuciéico mensajero)

PCR: Polimerase Chain Reaction (Reaccién en cadena de la polimerasa)

PPAR: Peroxisome Proliferators Activated Receptor (Receptor activado por proliferadores de
peroxiosmas)

RT-PCR: Reverse Transcriptase-PCR (Transcripcion reversa de la PCR)

SQY: Dieta control con soya

SOY-AG: Dieta alta en grasa con soya

SCD: Stearoyl-CoA Desaturase (Estearil-CoA desaturasa)

SREBP: Sterol Regutatory Element Binding Protein (Proteina de union a elementos de respuesta a
esteroles)

TAB: Tejido adiposo blanco

TAP: Tejido adiposo pardo

TNF: Tumor Necrosis Factor (Factor de necrosis tumoral)

TG: Triglicéridos

UCP: Uncoupiing protein (Proteina desacoplante)

VLDL: Very Low Density Lipoproteins (Lipoproteinas de muy baja densidad)



Resumen

La obesidad es una enfermedad con alta prevalencia en el mundo que produce
alteraciones metabdlicas en el higado y tejido adiposo favoreciendo el desarrollo
de dislipidemia y resistencia a la insulina. En el higado la obesidad incrementa la
actividad del factor de transcripcion SREBP-1 y la sintesis de lipidos, mientras
gue en el tejido adiposo la actividad del receptor nuclear PPARy disminuye,
incrementando la liberacién de acidos grasos libres y la produccién de leptina y
TNFo. Estos ultimos exacerban el dafio hepéatico a través de un proceso
denominado lipotoxicidad. En el tejido adiposo pardo la reduccion de PPARy
disminuye su actividad termogéncia favoreciendo la acumulacion de energia.
Estudios en humanos y roedores han demostrado que el desarrollo de obesidad
se asocia al consumo elevado de hidratos de carbono y grasa, sin embargo existe
poca informacion sobre el papel que juega el tipo de proteina en el desarrollo de
la obesidad. Por lo que el OBJETIVO del presente estudio fue evaluar el efecto
del consumo de dieta alta en grasa con proteina de soya por 180 dias sobre el
desarrollo de alteraciones metabdlicas en higado y tejido adiposo respecto a ratas
alimentadas con dieta alta en grasa con caseina. Los RESULTADOS mostraron
gue el consumo prolongado de proteina de soya en ratas alimentadas con dieta
alta en grasa reduce el peso corporal al disminuir el contenido de grasa corporal
sin modificar el contenido de masa magra, en asociacion con el aumento en la
capacidad termogéncia del tejido adiposo pardo. También redujo la esteatosis
hepatica mediada por SREBP-1 al reducir la proporcién insulina/glucagon
circulante. Evit6 la dislipidemia al disminuir la concentracion de triglicéridos en las
lipoproteinas VLDL en asociacion con menor contenido de mRNA de SCD-1 en
higado y reducir la concentracion de colesterol en las lipoproteinas LDL asociado
a un aumento en el contenido de SREBP-2 y mRNA del LDLr en higado. El
consumo de proteina de soya evitd el desarrollo de adipocitos disfuncionales al
reducir la respuesta inflamatoria local mediada por TNFa y SOCS-3 en el tejido
adiposo blanco de las ratas alimentadas con dieta alta en grasa. Este efecto en el
tejido adiposo se vio reflejado en una reduccion en el dafio hepatico al evitar la
hiperleptinemia y el aumento en el flujo de acidos grasos libres provenientes del
tejido adiposo. En CONCLUSION el consumo de proteina de soya redujo la
lipogénesis hepatica, evitd la hipertrofia del tejido adiposo blanco y aumento la
termogénesis en el tejido adiposo pardo, previniendo el desarrollo de lipotoxicidad
hepética en ratas alimentadas con dieta alta en grasa.



Introduccion

Epidemiologiay prevalencia de la obesidad

La obesidad se define como el aumento en el peso corporal debido al incremento
en el contenido de tejido adiposo. Pero mas alla de ser un problema estético, la
obesidad es un padecimiento grave debido a que produce una serie de
alteraciones metabdlicas en érganos como el higado, musculo esquelético y tejido
adiposo, generando hiperlipidemia, resistencia a la insulina, hipertension e higado
graso [1]. Estas alteraciones conforman al sindrome metabdlico y se asocian con
el desarrollo de enfermedades crénicas degenerativas como enfermedades
cardiovasculares y diabetes tipo 2 [2, 3] (Figura 1). Es por esta razén que la
obesidad ha sido clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud como un

problema grave de salud publica [4].

Obesidad
Rosistencia o la Estnaicrirs
insuling ¥ hepdtica
Sindrome
metabdlico
Hipersipidemia . 5 Hipesbersin

[, .

Enfermedad

Drabetes tipo 2 cardiovascular

Figura 1: Relacion entre la obesidad, el sindrome metabdlico y enfermedades crénicas.

La obesidad es causada principalmente por una modificacién en el ritmo de vida
en las sociedades modernas como la urbanizacién, automatizacion del trabajo y el
consumo de alimentos con un alto contenido de energia. Esto genera una



disminucién progresiva en la cantidad de energia gastada en trabajo fisico y a su
vez el aumento en el ingreso de energia al organismo, dando como resultado un

balance energético positivo y un aumento en el peso corporal [5].

A través del siglo veinte se ha observado un aumento constante en la prevalencia
de sobrepeso y obesidad en la mayoria de los paises industrializados e incluso en
paises en vias de desarrollo [5]. La Organizacion Mundial de la Salud estima que
un billén de personas en el mundo tiene sobrepeso y la mitad de éstas son obesas
[4]. En México la Encuesta Nacional de Nutricion 2006 revela una prevalencia de
sobrepeso y obesidad de un 65% en hombres y mujeres mayores de 20 afios [6].
Estos resultados indican que la obesidad al igual que la desnutricion y las
enfermedades infecciosas es un problema de salud publica en el mundo y todas
las perspectivas apuntan a que si no se disefian nuevas y mas eficientes medidas

de control, este problema se agravara aun mas en las décadas venideras.

SREBP’s y las alteraciones metabdlicas del higado en la obesidad

La obesidad se acompafa de alteraciones metabdlicas en tejidos como el higado,
musculo esquelético, tejido adiposo y pardo [7]. Las alteraciones en la funcion del
higado en la obesidad ejercen un fuerte impacto en la actividad metabdlica del
resto de los tejidos, debido a que el higado regula numerosos aspectos del
metabolismo energético en el organismo. El higado mantiene la concentracion
circulante de glucosa dentro de un rango estrecho a corto y largo plazo, provee
continuamente a los tejidos periféricos de acidos grasos y colesterol a través de la
produccion y secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), recibe el
colesterol excedente del organismo por medio del transporte reverso del colesterol
mediado por las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lo elimina a través de la
bilis [8].

La mayor parte de las actividades metabdlicas del higado son controladas
principalmente a nivel hormonal por la insulina y glucagon [9]. Ambas hormonas

circulan de manera coordinada al consumo de alimento y la produccién de una



reprime a la otra, sin embargo los efectos netos en el metabolismo resultan de la
concentracion relativa de una hormona respecto a la otra denominada relacion
insulina/glucagon. Por lo que la determinacion de este parametro resulta de gran
utilidad en el diagndstico de alteraciones metabdlicas como enfermedades
cardiovasculares y dislipidemias [10, 11]. La sefalizacion inducida por estas
hormonas produce efectos a corto y largo plazo en la velocidad de las rutas
metabdlicas en el higado. El efecto a corto plazo involucra cambios en el estado
de fosforilacion de las enzimas metabdlicas modificando su actividad, mientras
que el efecto a largo plazo involucra cambios en la velocidad de transcripcion y
traduccién de los componentes de las vias, los cuales pueden durar horas a dias.
El control transcripcional ha recibido mucha atencién en los dltimos afios debido al
desarrollo de nuevas tecnologias de biologia molecular, las cuales han podido
revelar el importante papel que juega el control transcripcional en el

mantenimiento de la homeostasis energética [12-14].

El control transcripcional del metabolismo energético en el higado, es mediado por
numerosos factores de transcripcion, pero entre ellos sobresalen reguladores
“maestros” cuya actividad se ha demostrado que ejerce mayor control sobre los
demas factores. Entre ellos se encuentra el receptor nuclear hepatico (LXR) que
controla la transcripcion de la mayoria de las enzimas del catabolismo del
colesterol y su eliminacion a través de la bilis [15], el factor que se une a
elementos de respuesta a hidratos de carbono (ChREBP) que controla la
transcripcion de la mayoria de las enzimas glicoliticas [16] y la familia de factores
de transcripcidon SREBP (proteinas de unidn a elementos de respuesta a
esteroles) que controlan la sintesis de acidos grasos y colesterol [17].

Las SREBPs son factores de transcripcion que controlan la expresion de genes
qgue codifican enzimas y receptores involucrados en la sintesis y transporte de

acidos grasos y colesterol [17] (Figura 2).
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Figura 2: Genes activados por SREBP-1 y SREBP-2 en las rutas de sintesis de colesterol y AG.

Las SREBP se expresan en la mayor parte de los tejidos aunque su contenido es
mayor en el higado, tejido adiposo, rifion e intestino. Las SREBP se sintetizan
como precursor inactivo anclado a la membrana del reticulo endoplasmaético y su
activacion depende de un procesamiento proteolitico mediado por dos proteasas
(S1P y S2P) que liberan el extremo N terminal que constituye el factor de
transcripcion activo. La SREBP madura viaja al nucleo y alli se une a los
elementos de respuesta a esteroles (SRE) en la region promotora de sus genes
blanco, posteriormente reclutan factores de transcripcion generales como el factor

nuclear Y (NFY) para activar la transcripcion [18].

La familia de las SREBP comprende tres isoformas, SREBP-la, SREBP-1c y
SREBP-2. SREBP-1a y SREBP-1c proceden del mismo gen a través de sitios de
inicio de transcripcién alternativos. Esto produce una diferencia en la longitud del
primer exon que se traduce en una reduccion de 18 aminoacidos en el extremo N
terminal de SREBP-1c respecto a la isoforma la [18]. Aunque la actividad

transcripcional de SREBP-1a es significativamente mayor a la de SREBP-1c, su



nivel de expresion en los tejidos es muy baja en relacion a la de la isoforma 1c, por
lo que su participacion en la regulacion de la expresion génica es nula 6 poco clara
[19]. SREBP-1c participa en la regulaciéon del metabolismo de acidos grasos al
activar la expresion de mas de 30 genes involucrados en la sintesis de acidos

grasos y TG (Figura 2).

El promotor de SREBP-1 contiene elementos de respuesta para insulina,
glucagon, leptina y LXR, por lo que su expresién se regula por accion hormonal en

estrecha relacion con el comportamiento alimenticio [20, 21].

La tercer isoforma en esta familia de factores de transcripcion es SREBP-2. Esta
isoforma induce la transcripcion de genes relacionados con la sintesis y captura de
colesterol, como los que codifican para la HMG-CoA sintasa, HMG-Co0A reductasa,
escualeno sintasa y receptor LDL [17, 19] (Figura 2). A diferencia de SREBP-1 la
activacion de SREBP-2 no responde a la insulina, sino que su procesamiento es
dependiente del contenido de colesterol en la membrana del reticulo
endoplasmatico [18]. De este modo, SREBP-2 actia como un sensor del
contenido de colesterol intracelular y cuando éste baja, SREBP-2 aumenta su

sintesis y captura para mantener un aporte constante de colesterol.

Numerosos estudios han demostrado la importancia de las SREBP’s en el
desarrollo de las alteraciones metabdlicas en el higado durante la obesidad. La
sobre expresion de SREBP-1 en el higado de ratones transgénicos incrementa la
transcripcion de las enzimas lipogénicas, esto produce una acumulacion masiva
de triglicéridos en el higado, generando hepatomegalia, esteatosis e
hipertrigliceridemia [22]. SREBP-1 reprime la transcripcion del sustrato del
receptor de insulina 2 (IRS2), interfiriendo en la sefalizacion de la insulina e
induciendo resistencia de los tejidos a su accidon [23, 24]. En ratones obesos
(ob/ob) que carecen de leptina, el desarrollo de higado graso y resistencia a la
insulina se asocian con el incremento en el contenido de SREBP-1 en higado y la

administracion de leptina, que reprime la transcripcion de SREBP-1, revierte estas



alteraciones metabdlicas [25]. En ratones transgénicos donde SREBP-1
permanece inactivo, la induccion de la lipogénesis por insulina se reduce de

manera significativa [26].

La sobreexpresion de SREBP-2 en higado de ratones transgénicos incrementa la
transcripcion de las enzimas involucradas en la sintesis de colesterol y del
receptor LDL [27]. Esto incrementa la sintesis de colesterol y su acumulacion en el
higado sin elevar la concentracion de colesterol total y colesterol-LDL circulante,
debido a una mayor captura hepatica de colesterol mediada por el receptor LDL.
En cambio, una dieta con alto contenido de colesterol reprime la transcripcion y
procesamiento de SREBP-2 en higado, disminuyendo no sélo la sintesis de
colesterol hepatico sino que también la transcripcion del receptor LDL [28]. Esto
resulta en una elevacion en la concentracibn de colesterol circulante y su

acumulacion en el endotelio vascular.

Estos resultados han permitido delinear la participacion de las SREBP’s en el
desarrollo de obesidad, en donde la ingestion de alimentos con alto contenido de
energia incrementa la producciéon de insulina activando a SREBP-1 en el higado.
SREBP-1 estimula la sintesis de acidos grasos y su esterificacion en TG para ser
enviados a la circulacion en las VLDL y almacenarse en el tejido adiposo,
aumentando el peso corporal [29, 30].

SREBP-1 no sélo regula la sintesis de lipidos en el higado, sino que determina
también su destino metabdlico al controlar la transcripcion de la enzima estearil
Coenzima A desaturasa (SCD-1) [31]. La SCD-1 cataliza la instauracion de los
acidos grasos saturados palmitato y estearato en la posicion A9, formando oleato y
palmitoleato [32]. Distintos estudios han demostrado que los &cidos grasos
monoinsaturados en el higado son preferencialmente esterificados en TG para su
almacenaje y exportacion en las VLDL, disminuyendo la cantidad de acidos grasos
que ingresan a la mitocondria para su oxidacion [33] (Figura 3). Esto es debido en

parte a la mayor afinidad que poseen la glicerol-fosfato acil-transferasa (GPAT) y



la diacil-glicerol acil-transferasa (DGAT) por los acidos grasos monoinsaturados

respecto a los saturados [34].
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Figura 3: Funcion de la SCD-1 en el destino metabdlico de los lipidos en el higado. ACC: Acetil-
CoA carboxilasa, FAS: Fatty acis synthase (sintasa de acidos grasos), DGAT: diacylglycerol
acyltransferase (diacilglicerol acil-transferasa), GPAT: glycerol phosphate acyltransferase (glicerol-
fosfato acil-transferasa), MTP: Microsomal triglyceride transfer protein (acarreador microsomal de

triglicéridos).

Estudios en humanos han demostrado que existe una asociacion significativa
entre la actividad de la SCD-1 y la concentracién de triglicéridos circulantes, asi
como una asociacion entre variaciones polimorficas en el gen de la SCD-1 y la
susceptibilidad para desarrollar diabetes tipo 2 [35, 36]. Los ratones transgénicos
deficientes de SCD-1 (SCD-1") no desarrollan obesidad en una dieta alta en grasa
0 hidratos de carbono, presentan una menor concentracion de triglicéridos en
suero e higado y no desarrollan resistencia a la insulina [37]. Cuando estos

ratones son cruzados con ratones obesos ob/ob, las anormalidades metabdlicas



del higado se reducen significativamente [38], indicando el importante papel de la

SCD-1 en el desarrollo de higado graso, hipertrigliceridemia y obesidad.

PPARy Yy las alteraciones metabdlicas del tejido adiposo en la obesidad

El tejido adiposo juega un papel muy importante en el desarrollo de las
alteraciones metabolicas del higado en la obesidad, debido a que mas de la mitad
de los lipidos acumulados en el higado proceden del tejido adiposo [39]. De
hecho, la obesidad es por su origen, una enfermedad del tejido adiposo, por lo que
el conocimiento de la funcion del tejido adiposo y sus alteraciones en la obesidad
resultan de fundamental importancia para el entendimiento y tratamiento de esta

enfermedad y sus consecuencias metabdlicas.

El tejido adiposo lleva a cabo dos funciones fundamentales para mantener el
balance energético en el organismo: El almacenaje de triglicéridos para proveer de
energia al resto de los tejidos en los periodos de mayor demanda energética
(ayuno, ejercicio y enfermedad) y la eliminacion de la energia excedente en forma
de calor a través de la termogénesis adaptativa [40]. Ambos procesos estan
estrechamente coordinados con la actividad del hipotalamo a traves de la
produccion de varias hormonas que influencian el comportamiento alimenticio y el
metabolismo basal [41]. Estas actividades del tejido adiposo permiten al
organismo mantener un peso estable a lo largo del tiempo pese a la variabilidad
en la ingestion energética al acoplar el ingreso de energia al organismo con el

gasto energético [42].

Las distintas funciones del tejido adiposo las realizan dos tipos de células
adiposas, que se distinguen entre si por su morfologia y funcién. Los adipocitos
blancos que son células de almacenaje, poseen una sola vesicula lipidica, la cual

puede ocupar hasta un 90% del volumen celular y los adipocitos pardos son



células oxidativas que presentan multiples vacuolas pequefas asociadas a
mitocondrias [43, 44] (Figura 4).
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Figura 4: Diferencia morfologica y funcional entre los adipocitos blancos y pardos. Papel de la UCP

en el transporte desacoplado de electrones en la mitocondria generando calor en vez de ATP.

En los adipocitos pardos la B-oxidacion mitocondrial produce calor en adicion al

ATP como producto final, ya que la membrana interna de las mitocondrias de



estas células contiene un gran namero de proteinas desacoplantes (UCP-1). Las
UCP-1 son canales de protones cuya funcién es desacoplar el transporte de
electrones durante la fosforilacion oxidativa. Cuando los protones acumulados en
el exterior de la matriz mitocondrial regresan al interior a través de la UCP-1
eluden a la ATP sintasa y la energia almacenada en el gradiente electroquimico se
pierde en forma de energia calorifica, evitando su almacenaje como energia

quimica [45] (Figura 4).

A diferencia de los roedores que tienen compartimentos de tejido adiposo pardo
bien definidos, en el humano los adipocitos pardos se encuentran diseminados en
el interior del tejido adiposo blanco. Sin embargo se estima que la termogénesis
adaptativa en el humano puede contribuir en un 10-15% al balance energético
[46]. Por lo que resulta muy importante buscar tratamientos enfocados en modular
la actividad termogénica del tejido adiposo pardo para su posible aplicaciéon en el

tratamiento de la obesidad.

La diferenciacion y funcion de los adipocitos blancos y pardos esta controlada
principalmente por el receptor activado por proliferadores de peroxisomas vy
(PPARY) [47, 48]. PPARy es el factor de transcripcion “maestro” que controla la
transcripcion de la mayor parte de las enzimas metabdlicas de los adipocitos,
como la sintasa de &acidos grasos, la glicerol fosfato acil transferasa y las
perilipinas en el tejido adiposo blanco [49]. Estas ultimas controlan el almacenaje y
liberacién de &cidos grasos al interferir con la lipasa sensible a hormonas en la
membrana de la vesicula lipidica [50]. En el tejido adiposo pardo, PPARy controla
la expresion de la UCP-1 y la mayoria de las enzimas mitocondriales [51] (Figura
5).
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Figura 5: Participacion de PPARy en el control de la diferenciacion y metabolismo de los adipocitos

blancos y pardos.

El contenido de PPARYy en el tejido adiposo aumenta en respuesta a la insulina y
leptina y su actividad depende de la union de sus ligandos que son &cidos grasos
poliinsaturados, algunos derivados de prostaglandinas y acidos grasos insaturados
en trans [52, 53] (Figura 5).

PPARYy regula también la sintesis y liberacion de las distintas hormonas
secretadas por el tejido adiposo [54]. Estas hormonas, llamadas en conjunto
adipocinas, participan en la regulacion de numerosos procesos metabdlicos en el
organismo [55]. Una de las adipocinas mas importantes es la leptina, cuya funcion
es controlar la distribucién de lipidos en los tejidos, dirigiendo su almacenaje hacia
el tejido adiposo evitando su acumulacion en los demés 6rganos[56, 57]. Esta
hormona también participa en la regulacion del balance energético a nivel de
sistema nervioso central, modificando la actividad de los centros hipotalamicos
que regulan el hambre [58]. De esta manera, la leptina acopla la ingestion de

energia con el gasto energético para mantener el peso corporal (Figura 6).
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Figura 6: Papel de la leptina en la distribuciéon de lipidos en los tejidos y en la regulacion del

balance energético.

El consumo de alimentos con una elevada densidad energética incrementa la
sintesis de lipidos y su almacenaje en el tejido adiposo, aumentando su volumen.
Con el tiempo, el aumento en el volumen del tejido adiposo genera obesidad. Se
ha observado que el aumento en el volumen del tejido adiposo en la obesidad es
mediado principalmente por crecimiento hipertréfico de los adipocitos mas que por
un proceso de hiperplasia [59]. Los adipocitos hipertréficos que se observan en la
obesidad presentan alteraciones metabdlicas significativas, mediadas en parte por
una reduccion en el contenido de PPARYy [60]. La disminucion en la actividad de
PPARYy en los adipocitos hipertréficos aumenta la produccion de leptina y TNFa
principalmente [61, 62] y reduce el contenido de perilipinas recubriendo la vesicula
lipidica, lo cual incrementa la liberacidén de acidos grasos libres a la circulacion [63]
(Figura 7). Estas alteraciones metabdlicas del tejido adiposo en la obesidad tienen
un fuerte impacto en el balance energético a nivel corporal y en las actividades

metabdlicas de los demas tejidos [64].
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Figura 7: Hipertrofia y alteraciones metabdlicas de los adipocitos en la obesidad. Adaptado de [65]

Lipotoxicidad, vinculo entre obesidad y sus alteraciones metabdlicas

Estudios epidemioldgicos han sefalado que existe una fuerte asociacion entre el
aumento en el volumen de tejido adiposo en la obesidad y el desarrollo de
alteraciones metabdlicas en otros tejidos, como la resistencia a la insulina [63]. En
la basqueda de los mecanismos moleculares involucrados en esta asociacion se
ha observado que el grado de resistencia a la insulina se asocia con la
acumulacion de lipidos en tejidos no-adiposos, como el higado, musculo
esquelético e incluso corazén y pancreas, indicando un efecto directo de los
lipidos intracelulares con la aparicién de alteraciones metabdlicas en estos tejidos.
El dafio celular mediado por lipidos se ha denominado lipotoxicidad y existe
abundante bibliografia que respalda a este mecanismo como el principal mediador

de resistencia a la insulina y muerte celular en la obesidad [66-68].



El metabolismo intracelular de acidos grasos puede seguir tres rutas: p-oxidacion,
formacién de glicerolipidos 6 formacion de esfingolipidos. Las tres rutas compiten
entre si, por lo que el destino final de los acidos grasos dependera de su
composicion y de las demandas energéticas de la célula [69]. En la obesidad, el
ingreso continuo de &cidos grasos libres provenientes del tejido adiposo
hipertrofico y de la sintesis enddgena en los tejidos estimula su acumulacion y la
produccion de intermediarios metabdlicamente activos que alteran las funciones
normales de la célula [67, 69]. Estudios en humanos y roedores han reportado
aumento en el contenido de diacilglicerol y ceramidas en el masculo esquelético
en la obesidad. Cultivos de células musculares expuestas a distintos acidos
grasos desarrollan resistencia a la insulina en relacion a la formacion de
diacilglicerol y ceramidas [70, 71]. Se ha observado aumento en la expresion de
enzimas involucradas en la formacion de ceramidas en tejidos de roedores obesos
con resistencia a la insulina y la eliminacion de alguna de esas enzimas en ratones

transgénicos reduce las alteraciones metabdlicas inducidas por la obesidad [72].

Se ha observado que el mecanismo por el cual el diacilglicerol y las ceramidas
interfieren en la sefializacion de la insulina involucra la activacién de proteinas
cinasas atipicas como la PKC6, PKC3s y la PKCe. Estas cinasas activan diversas
rutas, como la que involucra a IkKpB y JNK que promueven la fosforilacién de los
sustratos del receptor a insulina 1y 2 (IRS-1 y 2) en regiones que reprimen su
actividad y en consecuencia, la transduccion de la sefalizacion de la insulina [72,
73]. La PKCd y la PKCe activan también a SREBP-1, el cual puede reducir la

sefalizacion de la insulina al reprimir la transcripcion de IRS-2 [23]

La produccion de diacilglicerol y ceramidas en la obesidad es estimulada aun mas
por accion de citocinas pro-inflamatorias como el TNFa y por accion de la leptina 'y
los glucocorticoides [69]. Se ha observado que el tejido adiposo hipertréfico
incrementa la produccion de estas hormonas [74], estableciendo una relacion
entre el aumento en volumen de tejido adiposo en la obesidad y el desarrollo de

lipotoxicidad y resistencia a la insulina en higado y musculo esquelético.



En el higado la acumulacion de lipidos genera esteatosis, la cual es una forma
relativamente benigna de enfermedad hepatica. Sin embargo la elevada
concentracion circulante de leptina y TNFo en la obesidad generan un ambiente
inflamatorio sistémico que promueve el desarrollo de lipotoxicidad y apoptosis de
las células del parénquima y la subsiguiente producciéon de colageno por las
células estelares [75, 76]. De este modo, el proceso de lipotoxicidad estimula la

progresion de la esteatosis a cirrosis y fibrosis hepatica.

En la figura 8 estan representadas de manera muy sintetizada las alteraciones
metabolicas que ocurren en el higado y tejido adiposo al consumir una dieta con
una elevada densidad energética. El consumo cronico de una dieta alta en energia
incrementa la produccién de insulina por el pancreas activando a SREBP-1 y la
lipogénesis hepatica. Los triglicéridos son enviados a la circulacion a través de las
VLDL pero también son almacenados generando esteatosis. El aumento en el
contenido de colesterol hepatico reduce la actividad de SREBP-2 y la captura de
lipoproteinas mediada por el LDLr, incrementando la concentracion de LDL
circulante y el riesgo de lesiones aterogénicas. El aumento en las lipoproteinas
incrementa la captura de lipidos por el tejido adiposo, produciendo adipocitos
hipertréficos y obesidad. Los adipocitos hipertéficos desarrollan resistencia a la
insulina ocasionando disminucién en el contenido de PPARy y aumento en la
liberacion de acidos grasos libres, leptina y TNFa los cuales exacerban el dafio
hepatico mediado por lipidos generando lipotoxicidad. De esta manera se puede
observar la interacciéon entre el higado y el tejido adiposo que hemos denominado
eje adipo-hepético, donde la alteracion en la funcién de uno de estos 6rganos en
la obesidad afecta la funcion del otro, generando un circulo vicioso que trastorna el

eje.
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Figura 8: Alteraciones metabdlicas en el higado y tejido adiposo en la obesidad y la participacion

de los factores de transcripcion SREBP-1, SREBP-2 y PPARY.

Papel de la dieta en el desarrollo y el tratamiento de la obesidad

Para poder entender los mecanismos involucrados en el desarrollo de la obesidad
y sus consecuencias metabdlicas asi como para desarrollar tratamientos para
combatirla, se han generado distintos modelos animales de obesidad, que se
pueden dividir en genéticos y dietarios. Los modelos genéticos son roedores que
poseen una mutacién en algun gen involucrado en el metabolismo energético
como la rata zucker fa/fa 6 el ratén db/db que carecen del receptor de leptina
(ObRb), el ratén ob/ob que carece de leptina y el raton KKAy que carece del
neuropéptido agouti, involucrado en la regulacion central del apetito. Todos estos
modelos presentan hiperfagia y desarrollan obesidad, dislipidemia e incluso
diabetes [77, 78].



Sin embargo, la obesidad humana rara vez es causada por una alteracion
monogénica como en los modelos anteriores. Mas bien como en la mayoria de las
enfermedades, el riesgo de desarrollar obesidad y sindrome metabdlico depende
en la interacciébn del bagaje genético con el ambiente, que se compone
principalmente de la dieta y la actividad fisica [2]. Debido al importante papel que
juega la dieta en el desarrollo de obesidad y sindrome metabdlico en humanos, los
modelos de obesidad dietaria resultan de fundamental importancia para el estudio
del desarrollo de la obesidad y sus consecuencias metabdlicas.

Las ratas y ratones son los modelos mas utilizados para generar obesidad
inducida por dieta debido a que pueden desarrollar obesidad y algunos otros
factores asociados con el sindrome metabdlico en relativamente poco tiempo [79-
82]. Las dietas mas utilizadas para inducir obesidad y/o sindrome metabdlico son
dietas altas en grasa, dietas altas en grasa saturada y colesterol y dietas altas en
hidratos de carbono simples. Cada tratamiento dietario genera una respuesta

diferente en el tipo y grado de las alteraciones metabdlicas.

Las dietas altas en grasa contienen del 30 al 60 % de la energia total de la dieta
proveniente de la grasa y se utilizan para inducir obesidad, resistencia a la insulina
e hiperlipidemia [82, 83]. Generalmente se observa un efecto dosis-respuesta en
la velocidad de aumento en peso en relacion al contenido de grasa en la dieta. La
mayoria de los roedores desarrollan obesidad e hiperlipidemia con una dieta alta
en grasa, sin embargo la respuesta puede variar dependiendo de la cepa y género
de roedor y del tipo de grasa utilizada en la dieta. Las dietas altas en grasa
saturada y colesterol se utilizan para inducir hipercolesterolemia y ateroesclerosis
[84]. Aungue los roedores presentan una resistencia a desarrollar ateroesclerosis,
este tipo de dieta denominada también dieta occidental eleva el colesterol total, el
colesterol LDL y en algunos estudios se ha observado incluso lesiones
ateroescleroticas [85]. Finalmente, las dietas altas en hidratos de carbono simples

se utilizan para inducir hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina [86].



Estudios basicos y epidemioldgicos han demostrado que el consumo de
monosacaridos como la fructosa y disacaridos como la sacarosa
(fructosa+glucosa) se asocia con un aumento en el peso corporal, una elevacién
en los triglicéridos circulantes y desarrollo de resistencia a la insulina en humanos
[87, 88]. A diferencia de los humanos, en los roedores no se observa un aumento
en peso significativo con una dieta alta en fructosa o sacarosa, sin embargo estas
dietas incrementan la produccién de triglicéridos y glucosa por el higado
induciendo hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina [86, 89]. Estos efectos se
pueden observar incluso a las dos semanas de consumir una dieta que contenga

65% de sacarosa (por peso) [88].

Sin embargo existe poca informacion sobre el papel que juega el tipo de proteina
sobre el desarrollo de la obesidad. Estudios previos en nuestro laboratorio han
demostrado que el consumo de proteina de origen vegetal de buena calidad como
lo es la proteina de soya incrementa en menor grado la concentracion de insulina

y esto se ha asociado a una menor expresion de SREBP-1 [90].

Antecedentes

Proteina de soya y metabolismo de lipidos

Los estudios de obesidad inducida por dieta han explorado profundamente el
papel de los lipidos e hidratos de carbono en la obesidad y sindrome metabdlico
en humanos y roedores. Sin embargo, existen muy pocos estudios que evaltuan el
papel del tipo de proteina en el desarrollo de las complicaciones metabdlicas de la

obesidad.

La proteina de soya contiene una proporcidon de aminoacidos que satisface el
requerimiento diario de humanos y roedores [91]. En adicién a sus propiedades
nutricionales, se ha demostrado ampliamente que el consumo de proteina de soya

ejerce efectos benéficos en la concentracion de lipidos circulantes. Dos meta-



analisis del efecto de la proteina de soya dietaria sobre el perfil de lipidos en
humanos demostraron que el consumo de proteina de soya puede reducir la
concentracion de colesterol total, LDL-colesterol y TG en un 3.8-9.3%, 5.3-12.9% y
7.3-10.5% respectivamente, y aumentar la concentracion de HDL-colesterol en un
2.4-3% [92, 93].

Se ha descrito que el efecto de la proteina de soya sobre los lipidos circulantes es
mediado por el patrén de aminoacidos, sin embargo al suplementar la proteina de
soya con aminoacidos de tal manera que sea similar al patron de la caseina aun
se observa un efecto [94, 95]. Estos y otros estudios han demostrado que no sélo
el contenido de amino&cidos es responsable del efecto hipolipidémico de la

proteina de soya.

La planta de soya sintetiza una serie de compuestos fendlicos del grupo de los
flavonoides. Estos son metabolitos secundarios que la planta utiliza como
proteccion contra el ataque de microbios e insectos [96]. Los flavonoides mas
abundantes en la soya son las isoflavonas genisteina y dadzeina. A estas
isoflavonas se les denomina fitoestrégenos debido a su similitud estructural con el
17-B estradiol, a tal grado que son capaces de unirse y modular la actividad de los
receptores a estrogenos [97]. Las isoflavonas se asocian fuertemente a la proteina
y su concentracion en aislados de proteina de soya es aproximadamente de 2
mg/g de proteina [98].

Respecto al efecto biolégico de las isoflavonas, numerosos estudios han
demostrado que actian de manera sinérgica con la proteina revelando que el
efecto completo de la soya dietaria sobre el metabolismo de lipidos sélo se

observa cuando se administra la proteina de soya con isoflavonas [99, 100].

En la busqueda de los mecanismos que participan en el efecto de la proteina de
soya dietaria sobre el metabolismo de lipidos se ha observado que el consumo de

proteina de soya influencia la secrecion de hormonas como la insulina y glucagon



[10, 101]. En nuestro laboratorio hemos demostrado que la proteina de soya
regula la sintesis y secrecion de insulina por los islotes pancreaticos [100] y
probablemente la secrecion de glucagon también, reduciendo la relacion
insulina/glucagon circulante (Figura 9). Esto es importante debido a la asociacion
que existe entre la relacion insulina/glucagon y el riesgo de enfermedad

cardiovascular.

Se ha demostrado también que el consumo de proteina de soya puede modificar
la produccién de hormonas gastrointestinales. Las proteinas son hidrolizadas en el
estbmago e intestino a sus componentes basicos, los aminoacidos para su
absorcion. Sin embargo durante su hidrdlisis se generan pequefias cadenas de
aminoacidos de 3 a 10 residuos que interactian con receptores especificos en la
pared gastrica e intestinal [102, 103]. Estos receptores inducen la liberacién de
hormonas gastrointestinales como el péptido similar al glucagon (GLP-1) y la
colecistocinina, que influencian la saciedad, la produccion de hormonas
pancreaticas y la distribuciébn de los nutrimentos en el organismo [104-106]
(Figura 9). En general las proteinas de origen vegetal difieren en las de origen
animal en el patron de aminoéacidos, por lo que al ser hidrolizadas liberan distintos
péptidos que estimulan diferentes receptores y por lo tanto, diferentes hormonas
gastrointestinales 6 incretinas. Estos resultados indican que el consumo de
proteina de soya ejerce su accion en el organismo en parte a través de efectos

endocrinos.
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Figura 9: Sitios de accion de la proteina de soya dietaria en 6rganos involucrados en el
metabolismo de lipidos. Las interrogaciones indican intermediarios aun no determinados en el
mecanismo de accién de la proteina de soya dietaria. GLP-1: glucagon like peptide (péptido similar

al glucagon).

La proteina de soya ejerce efectos directos en el metabolismo de lipidos en el
higado. Se ha demostrado que el consumo de proteina de soya en ratas modifica
expresion de algunas proteinas del metabolismo de lipidos en el higado, como el
receptor de LDL, la sintasa de acidos grasos e incluso de la 7o hidroxilasa, una
enzima importante en sintesis de acidos biliares [107-109] (Figura 9). Estos
efectos podrian estar mediados en parte por la modificacion en la actividad de
algunos de los factores de transcripcion que regulan su expresion como LXR,
SREBP-1 y SREBP-2 [90, 100], aunque aun no se ha demostrado de manera
definitiva. Estos resultados sugieren que la proteina de soya dietaria y de manera
particular las isoflavonas que contiene, puede regular la velocidad de sintesis de
acidos grasos y la captura y eliminacién de colesterol en el higado de manera

directa e indirecta.



Finalmente se ha observado que la proteina de soya dietaria puede tener también
un efecto sobre la funcién del tejido adiposo. Estudios in vitro han demostrado que
las isoflavonas de la soya son capaces de activar al receptor PPARYy, modificando
la sintesis de adiponectina [110, 111] (Figura 9). Este efecto podria tener un
impacto importante en la regulacion del metabolismo de lipidos durante la
obesidad, donde se observa una reduccion en la actividad de PPARy y
alteraciones en la produccién de hormonas por los adipocitos. Sin embargo, no se
conoce el efecto in vivo de la proteina de soya sobre la actividad del tejido adiposo

en modelos de obesidad inducida por dieta.

Los estudios metabodlicos a nivel nutricional han permitido cambiar varios
conceptos en el campo de la nutricion, haciendo notar que los nutrimentos
determinan de manera significativa su destino metabdlico en el organismo y a
largo plazo, nuestro estado de salud. De hecho, la dieta debe ser considerada un
factor determinante en el estado general de salud de un individuo, actuando como
el principal promotor de obesidad, pero también como el principal tratamiento para

combatirla.

Justificacion

Debido a que la obesidad es una enfermedad crénica, discapacitante y costosa a
nivel mundial, es una urgencia el desarrollar y evaluar estrategias terapéuticas
eficaces para combatirla. Estas estrategias podran ser mejoradas conforme
aumente el conocimiento de las bases moleculares que regulan el peso corporal.
Hasta el dia de hoy los tratamientos disponibles incluyendo a los farmacos son
paliativos y so6lo son efectivos mientras se mantenga su uso. Por lo que resulta
importante estudiar el posible efecto terapéutico del consumo de proteina de soya
sobre las alteraciones metabodlicas en higado y tejido adiposo en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa e identificar algunos de los mecanismos

moleculares involucrados en este efecto.



Hipotesis

En ratas alimentadas con una dieta alta en grasa, el consumo de proteina de soya
reducira el contenido de SREBP-1 en higado y aumentara el contenido de PPARy
en tejido adiposo, reduciendo la acumulacion de lipidos y la produccion de
lipoproteinas en higado, la liberacion de acidos grasos libres por el tejido adiposo
blanco y aumentara la termogénesis en el tejido adiposo pardo respecto a ratas

alimentadas con caseina.

Objetivo General

Evaluar el efecto de la proteina de soya en una dieta alta en grasa por 180 dias
sobre las alteraciones metabolicas del higado y tejido adiposo respecto a ratas

alimentadas con una dieta alta en grasa con caseina.

Objetivos particulares

e Evaluar el desarrollo de obesidad en las ratas alimentadas con las dietas altas
en grasa a través de la determinaciéon de la ganancia de peso, consumo de

alimento y la composicién corporal.

e Determinar el efecto de las dietas altas en grasa sobre la concentracion de

insulina, glucagon, glucosa, colesterol y triglicéridos en suero.

e Evaluar la lipotoxicidad hepatica a través de contenido de mRNA y proteina de
SREBP-1, la acumulacion de lipidos, glucégeno y depdsitos de colageno.

e Evaluar la participacion del higado en el contenido de lipidos circulantes al
determinar el contenido de mRNA de SCD-1, SREBP-2 y LDLr en higado y el

perfil de lipoproteinas en suero.



e Evaluar la funcionalidad del tejido adiposo blanco a través del analisis de la
morfologia de los adipocitos, el contenido de mRNA de PPARy, perilipinas,

TNFa y SOCS-3 y la determinacion de acidos grasos libres y leptina en suero.

Evaluar la capacidad termogénica del tejido adiposo pardo a través del analisis de

la morfologia de los adipocitos y el contenido de Mrna de Pary y UCP-1.

Métodos

Animales y disefio experimental: Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de
4 semanas de vida provenientes del Departamento de Investigacion Experimental
y Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(DIEB-INCMNSZ). Los animales se dividieron en cuatro grupos de 8 ratas: dos
grupos alimentados con dietas control con 5% de grasa (11% de la energia total)
con caseina (CAS) 6 aislado de proteina de soya (SOY) como fuente de proteina y
dos grupos con dietas altas en grasa con 25% de grasa (45% de la energia total)
con caseina (CAS-AG) 0 aislado de proteina de soya (SOY-AG) (Figura 10).

El contenido de proteina de las dietas fue 30% y se ajustdé con base en la pureza
de la proteina, que es de 86% para el aislado de proteina de soya y 90.6% para la
caseina. La composicion de las dietas control se basa en la recomendacion AIN-

93 para animales de laboratorio [112]. Las ratas fueron alimentadas por 180 dias.



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. Cada tercer dia se registro el

peso corporal y el consumo de alimento. El estudio tuvo una duracion de 180 dias.
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Figura 10: Disefio experimental y composicion de las dietas experimentales

Al final del estudio se obtuvieron las muestras previo ayuno de 12 horas. Se
colecto la sangre troncal en tubos con activador de coagulacion y gel separador y
se mantuvo en hielo hasta la separacion del suero. El suero se almacené a -20°C.
Se colectaron muestras de higado, tejido adiposo pardo (TAP) y tejido adiposo
blanco (TAB) en tubos de microcentrifuga, se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido y almacenaron a -70°C. Otra muestra de cada tejido se fij6 en
formalina 10% para el andlisis histoldgico. El protocolo del presente estudio fue
aprobado por el Comité de Etica del INCMNSZ.

Composicién corporal: A las ratas se les retir0 la piel y visceras conservando el
tejido adiposo. Se molieron con 3 volumenes de agua destilada, se secaron en un
horno de conveccion y se molieron nuevamente para obtener un polvo fino. El
contenido de grasa y proteina se determinaron por métodos bromatoldgicos como
se ha descrito [113, 114].



Hormonas y metabolitos en suero: La concentracion de insulina, leptina y
glucagon se determiné por radioinmunoensayo (Linco Research immunoassay, St.
Charles, MO, EUA). La concentracion de colesterol, TG y glucosa se determiné
por ensayos enzimatico-colorimétricos (DiaSys Diagnostic Systems GMBH,
Holzheim, Alemania). La concentracion de acidos grasos libres se determino
también por ensayo enzimatico-colorimétrico (Roche Applied Science,
Indiandpolis, IN, EUA).

Contenido de mRNA: ElI RNA total de higado, tejido adiposo blanco y pardo se
aislé por el método de Chomczynski y Sacchi de la siguiente manera: se
homogenizaron 500 mg de tejido congelado en 8 ml de solucion de tiocianato de
guanidina/pB-mercaptoetanol, se agregaron 400ul de N-laurilsarcosina 10% vy
centrifugd por 15 min, 18°C, 14000 rpm. El sobrenadante se transfirié a un tubo de
polialdbmero con 4 ml de cloruro de cesio y sometié a ultracentrifugacion por 18
hrs, 18°C, 29000 rpm. La pastilla de RNA se resuspendio en 100 ul de agua estéril
y se cuantificd en buffer TE pH 7.5 a 260 nm. Para evaluar la integridad del RNA,
se analizaron 10 ug de RNA por electroforesis en gel de agarosa 1%/formaldehido
2.2M. El andlisis del contenido de mRNA se realizé por PCR en tiempo real
usando ensayos fluorogénicos TagMan de Applied Biosystems, en el equipo ABI
prism 7000 SDS (AB, Foster City, CA, EUA) siguiendo las instrucciones del
fabricante (Applied Biosystems, User Bulletin no.2). Primero se realizd un rango
dindmico de concentracion de RNA para cada gen para conocer la concentracion
optima de RNA en la reaccion. Se utilizaron concentraciones de 3000 ng, 300 ng,

30 ng y 3 ng. Para todos los genes se utilizo la concentracion de 300 ng.

Los genes analizados, el tejido donde se detectaron y el numero de ensayo
TagMan se enlistan en la Tabla 1. La reaccién se llevdo a cabo usando la
combinacion de reactivos para RT-PCR y PCR en un paso (One-Step RT-PCR
Master Mix, AB). Paralelamente a las muestras se corrieron reacciones sin RNA
como control. Las muestras se corrieron por triplicado. En la curva de

amplificacion se determin6 el ciclo al corte (Ct) y se determiné el valor de



expresion con la férmula 244

(User Bulletin no.2). Los valores obtenidos fueron
normalizados dividiéndolos entre el valor de amplificacién de un gen estructural en
cada reaccion. Para el higado se utilizo 18S y para tejido adiposo blanco y pardo

se utilizé B-actina como genes estructurales.

Tejido donde fue No. de ensayo
Nombre del gen
detectado TagMan AB
CPT-1 Higado Rn00580702_m1
LDLr Higado Rn00598442_m1
SCD-1 Higado RN00594894 m1
SREBP-1 Higado Ensayo sobre
disefio
SREBP-2 Higado Ensayo sobre
disefio
18S higado 4310893E
Perilipina TAB Rn00558672_m1
SOCS-3 TAB RN00585674_s1
TNFa TAB RN99999017 m1l
UCP-1 TAP RN00562126 m1
B-actina TAP, TAB Rn00667869_m1
PPARy TAP, TAB Rn00440945 m1

Tablal: Genes analizados, tejido en donde se detectaron y ensayo TagMan de Applied Biosystems

Analisis de proteinas: Se determind el contenido de las proteinas SREBP-1 y
SREBP-2 en higado por western blot de la siguiente manera: Se homogenizaron
500 mg de tejido congelado en buffer RIPA (Santa Cruz Biotechnology) con
inhibidor de proteasas Complete (Roche Applied Science) en hielo, se
centrifugaron a 3000 rpm, 5 min, 2°C y se colecto el sobrenadante. Las muestras
se cuantificaron con el reactivo de Folin-Ciocalteau y separaron en gel de
poliacrilamida al 7.5% con SDS. Las proteinas se transfirieron a una membrana de
difluoruro de polivinilo (PVDF Hybond-P, GE Healthcare, Burkinghamshire, UK)
por electrotransferencia. Las membranas se bloquearon incubandolas en leche
descremada al 0.4% e incubaron por 12h con los anticuerpos primarios a 4°C. los

anticuerpos utilizados fueron: anti-SREBP-1 (sc-367, Santa Cruz Biotechnology,



dilucién 1:300), anti-SREBP-2 (sc-81510, dilucién 1:1000) y anti-Bactina como
control de carga. Finalmente las membranas se incubaron con un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (dilucién 1:5000) por 45 min y las bandas se
visualizaron con un reactivo quimioluminiscente (Visualizer Spray and Glow, Santa
Cruz).

Contenido de lipidos en higado: Los lipidos totales del higado se extrajeron por
el método de Folch et al., [115] de la siguiente manera: se homogenizaron 100 mg
de tejido en 5 ml de una mezcla de cloroformo/metanol (2:1) y centrifugé a 1000 x
g por 10 minutos a 4°C. La fase superior se elimind y la fase inferior se evaporé en
nitrégeno. La pastilla se resuspendio en 100 ul de isopropanol/triton X-100 (10%)
y se determiné la concentracion de colesterol y TG. Para evaluar la distribucién de
las vesiculas lipidicas en los hepatocitos se realizaron cortes histologicos por
congelacion de 5 um, se tifieron con rojo oleoso y contrastaron con hematoxilina
acuosa. Las laminillas se montaron con medio de montaje acuoso (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA).

Glucégeno en higado: El glucégeno se extrajo de muestras congeladas de
higado por el método de Good et al, [116] de la siguiente manera: Se disolvio 1 g
de tejido en 2 ml de KOH 30% en bafio con agua en ebullicion. El glucégeno se
precipitd con 2 volumenes de etanol 100% y centrifugd. El glucdégeno se hidrolizé
calentando por 2 horas con 2 ml de HCI 0.6 N. La solucion se neutralizé con NaOH

en rojo fenol y se determiné la concentracion de glucosa.

Analisis histolégico: Muestras de higado, tejido adiposo blanco y pardo se fijaron
en formalina 10%, deshidrataron en 3 bafios de etanol 100%, 3 bafos de xilenos
y embebieron en parafina. Se realizaron cortes de 4 um. Los cortes de higado se
tifieron con la técnica de PAS para evaluar el contenido de glucogeno y MASSON
para evaluar depositos de colageno. Los cortes de tejido adiposo se tifieron con

hematoxilina-eosina para analizar el area de las vacuolas lipidicas.



Fraccionamiento de lipoproteinas: Las distintas subclases de lipoproteinas se
separaron por medio de ultracentrifugaciéon en un gradiente secuencial de KBr
usando las siguientes densidades: <1.006 g/ml para VLDL, entre 1.006 y 1.019
para IDL, densidades entre 1.019 y 1.063 g/ml para LDL y densidades entre 1.063
y 1.21 para HDL. Se colectaron 38 fracciones de 340ul y se determind la

concentracion de colesterol y TG en cada una.

Analisis estadistico: Los resultados se presentan como el promedio + error
estandar de la media (SEM). Los datos con una distribucién variable se
transformaron logaritmicamente antes de su analisis. Los datos al final del estudio
fueron evaluados usando un analisis de varianza de una via. Cuando la
interaccion resulté significativa se realiz6 la prueba PLSD de Fisher. Las
diferencias se consideraron significativas con una p<0.05. La relacion entre
parametros se analizé usando regresion lineal simple. El analisis histologico del
tejido adiposo se realiz6 en cuatro ratas por grupo. Las laminillas se dividieron en
4 campos y en cada campo se cuantifico el area de 10 células. Todos los andlisis

se realizaron en el programa StatView 4.5 (Abacus Concepts) para Macintosh.

Resultados

Ganancia de peso, consumo de alimento y composicion corporal: En el
presente estudio, las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa con caseina
(CAS-AG) por 180 dias presentaron aumento significativo en el peso corporal
respecto a las ratas alimentadas con la dieta control con caseina (CAS) (Figura
11A). Los animales alimentados con la dieta alta en grasa con soya (SOY-AG)
también presentaron mayor peso corporal al de las ratas alimentadas con la dieta
control con soya (SQY). De manera interesante, el peso de las ratas de los
grupos SOY y SOY-AG al final del estudio fue significativamente menor al de las
ratas de los grupos CAS y CAS-AG respectivamente, pese a que el consumo de
alimento de los cuatro grupos a lo largo del estudio fue igual (Figura 101B). Para

evaluar si la diferencia en peso fue debida a un cambio en el contenido de



proteina corporal (masa magra) y/o masa grasa, se realiz0 un analisis
bromatoldgico. El contenido de grasa fue significativamente mayor en las ratas del
grupo CAS-AG con respecto al resto de los grupos, mientras que el contenido de
proteina no presentd diferencia en los cuatro grupos (Figura 11C y D). Este
resultado indica que la diferencia en peso entre grupos fue debida al mayor
contenido de grasa corporal en el grupo alimentado con la dieta CAS-AG y no a la
reduccion en el contenido de proteina corporal en las ratas alimentadas con las

dietas con proteina de soya.
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Figura 11: (A) Ganancia de peso, (B) consumo de alimento cumulativo, (C) contenido de grasa
corporal y (D) contenido de proteina corporal en ratas alimentadas con CAS, SOY, CAS-AG y
SOY-AG por 180 dias. Los valores representan el promedio * error estandar, n=8. Las letras
indican diferencia significativa entre grupos (P<0.05) a>b>c.



Insulina, glucagon y glucosa en suero y glucogeno en higado: El aumento en
peso en la obesidad comunmente se acompafia de resistencia a la insulina e
hiperinsulinemia. Sin embargo, estudios previos en nuestro laboratorio han
demostrado que el consumo de proteina de soya es capaz de regular la sintesis y
secrecion de insulina por las células B del pancreas, evitando la hiperinsulinemia
[90]. Para evaluar si la proteina de soya dietaria es capaz de evitar la
hiperinsulinemia en ratas alimentadas con dieta alta en grasa se determiné la
concentracion circulante de insulina. La concentracion de insulina en los grupos
alimentados con las dietas altas en grasa fue significativamente mayor respecto a
la de los grupos control. La concentracion de insulina fue igual en los grupos
CAS-AG y SOY-AG, indicando que a diferencia de lo esperado, el tipo de proteina
en la dieta no modificé la concentracion de insulina en suero (Figura 12A). Este
resultado indica que el consumo de proteina de soya no fue capaz de evitar el
aumento en la concentracién circulante de insulina estimulada por el consumo de
dieta alta en grasa. Sin embargo, de manera interesante ambos grupos
alimentados con proteina de soya presentaron un contenido de glucagon en suero
mayor al de su respectivo grupo con caseina (SOY vs. CAS y SOY-AG vs. CAS-
AG) (Figura 12B). Esta diferencia modificd la relacion insulina/glucagon en los
cuatro grupos, resultando significativamente menor en el grupo SOY-AG respecto
al grupo CAS-AG (Figura 12C).

Para evaluar si esta diferencia en la relacion insulina/glucagon modifico la
concentracion de glucosa circulante y el glucégeno en higado; se evaluaron estos
parametros en las ratas de los cuatro grupos. Los resultados muestran que la
concentracion de glucosa circulante fue significativamente menor en el grupo
SOY-AG respecto al grupo CAS-AG (p<0.05) (Figura 12D). El contenido de
glucogeno en higado también fue menor en las ratas del grupo SOY-AG respecto
a las ratas del grupo CAS-AG (p<0.05) (Figura 12E). Estos resultados se
confirmaron con el andlisis histolégico de higado tefiido con la técnica de PAS
(Figura 12F). El contenido de glucogeno en higado se ha utilizado como indicador

de resistencia a la insulina, por lo que estos resultados indican que las ratas



alimentadas con proteina de soya mantuvieron un efectivo control de la glucemia
aun cuando fueron alimentadas con una dieta alta en grasa. Los resultados
también indican que la mayor sensibilidad hepética a la insulina en los animales
alimentados con la dieta SOY-AG pudo deberse en parte a una menor relacién

insulina/glucagon.
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Figura 12: (A) Concentracién de insulina en suero, (B) glucagon en suero, (C) relacion
insulina/glucagon, (D) concentracion de glucosa en suero, (E) contenido de glucégeno en higado y
(F) contenido de glucdgeno en histologia de higado de ratas alimentadas con CAS, SOY, CAS-AG
y SOY-AG por 180 dias. Los valores representan el promedio + error estandar, n=8. Las letras
indican diferencia significativa entre grupos (P<0.05) a>b>c.

Contenido de SREBP-1 en higado: Se ha establecido que la relacién
insulina/glucagon alta se asocia a hiperlipidemia y al aumento en el riesgo de
enfermedad cardiovascular en humanos. Esto se debe en parte a que la relacion

insulina/glucagon controla la expresion del factor de transcripcion SREBP-1 en el



higado y de este modo, la expresion de enzimas involucradas en la glicolisis y
lipogénesis. El contenido de mRNA de SREBP-1 en el higado de las ratas
alimentadas con la dieta SOY-AG fue significativamente menor al de las ratas
alimentadas con la dieta CAS-AG (Figura 13A) en asociacién con la relacién
insulina/glucagon en suero (Figura 13B). SREBP se transcribe como una proteina
precursora de 125 Kda la cual sufre protedlisis regulada que libera al factor de
transcripcion maduro de 68 Kda que viaja al nucleo. El andlisis por western blot
mostré que el contenido de SREBP-1 precursor y maduro fue menor en el higado
de las ratas SOY-AG respecto a las ratas CAS-AG (Figura 13C), pese a que

ambos grupos presentaron la misma concentracion de insulina en suero.
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Figura 13: (A) Contenido de mRNA de SREBP-1 en higado, (B) correlacion entre el mRNA de
SREBP-1 en higado y la relacién insulina/glucagon y (C) contenido de proteina precursora y
madura de SREBP-1 en higado en ratas alimentadas con CAS, SOY, CAS-AG y SOY-AG por 180
dias. Los valores representan el promedio + error estandar, n=8. Las letras indican diferencia
significativa entre grupos (P<0.05) a>b>c.



Contenido de lipidos en higado: Para evaluar si la disminucion en el contenido
de SREBP-1 en el higado de las ratas alimentadas con la dieta SOY-AG se
relaciona con el grado de esteatosis hepatica se determiné el contenido de lipidos
en higado. En el andlisis histoldgico con la tincion de rojo oleoso se observé
esteatosis macrovesicular en mas del 80% del area analizada de las ratas
alimentadas con CAS-AG (Figura 14A). De manera sorprendente, en el higado de
las ratas alimentadas con SOY-AG no se encontraron grandes vacuolas lipidicas
ni alteraciones morfolégicas evidentes como en el grupo CAS-AG pese a que
consumieron dieta alta en grasa por seis meses. Estos hallazgos histolégicos
fueron confirmados con la determinacion de colesterol y triglicéridos (TG) en
extractos de higado. El contenido de colesterol y TG fue significativamente menor
en los extractos del grupo SOY-AG respecto al grupo CAS-AG (Figura 14B y C).
Estos resultados indican que la disminucién en el contenido de SREBP-1 en
higado puede evitar el desarrollo de esteatosis hepatica en ratas alimentadas con

dieta alta en grasa.
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Figura 14: (A) Cortes en congelacion de higado y tincidon con rojo oleoso, (B) contenido de
colesterol en higado y (C) contenido de triglicéridos en ratas alimentadas con CAS, SOY, CAS-AG
y SOY-AG por 180 dias. Los valores representan el promedio + error estandar, n=8. Las letras
indican una diferencia significativa entre grupos (P<0.05) a>b>c.



Colesterol y triglicéridos en suero, perfil de lipoproteinas y mRNA de SCD-1
en higado: La obesidad se asocia con el desarrollo de hiperlipidemia en humanos.
Esta asociacion se ha observado también en roedores alimentados con dieta alta
en grasa. En el presente estudio, las ratas alimentadas con las dietas con soya
presentaron una concentracion de colesterol total y LDL-colesterol en suero
significativamente menor respecto a aquellas alimentadas con caseina (SOY vs.
CAS y SOY-AG vs. CAS-AG) (Figura 15A y 15B). La misma tendencia se observé
con el contenido de TG totales y VLDL-TG (Figura 15C y D). El grupo de Attie y
Ntambi han encontrado que el grado de instauracion de los &cidos grasos
hepaticos mediado por la enzima SCD-1 determina mayormente su destino
metabolico. De este modo los 4&cidos grasos monoinsaturados son
preferencialmente utilizados para su esterificacion en TG y produccion de VLDL,
incrementando la concentracién de lipidos plasmaticos. En el presente estudio el
contenido de mRNA de SCD-1 en higado se vio modulado por el tipo de proteina
en la dieta y no por el contenido de grasa. El contenido de mRNA de SCD-1 fue
significativamente menor en el higado de las ratas de los grupos SOY y SOY-AG
que en el de las ratas de los grupos CAS y CAS-AG (Figura 15E).

El contenido de SCD-1 en higado presentd asociacion significativa con la
concentracion de colesterol total y LDL-colesterol asi como de TG totales y VLDL-
TG (Figura 15F). Estos resultados indican que el consumo de proteina de soya
reduce la concentracion de lipidos circulantes en parte al regular la expresion de la
SCD-1 en el higado.
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Figura 15: (A) Concentracion de colesterol total en suero, (B) perfil de colesterol en lipoproteinas,
(C) TG totales, (D) perfil de TG en lipoproteinas, (E) contenido de mRNA de SCD-1 en higado y (F)
correlacién entre el mMRNA de SCD-1 y los TG séricos en ratas alimentadas con CAS, SOY, CAS-
AG y SOY-AG por 180 dias. Los valores representan el promedio * error estandar, n=8. Las letras
indican diferencia significativa entre grupos (P<0.05) a>b>c.

Contenido de SREBP-2 y mRNA de LDLr en higado: La captura de
lipoproteinas por el higado es mediada principalmente por el receptor de LDL
(LDLr), el cual es controlado por SREBP-2. Para evaluar si la disminucion en el
colesterol circulante de los animales alimentados con proteina de soya esta
relacionada con la actividad de SREBP-2 en el higado, se determiné el contenido
de mRNA de SREBP-2, asi como de proteina. Los resultados revelan que los
animales alimentados con SOY-AG presentan significativamente mas mRNA de
SREBP-2 que los animales alimentados con CAS-AG (Figura 16A). El contenido
de SREBP-2 maduro también es mayor en el grupo SOY-AG respecto al grupo
CAS-AG (Figura 16B), lo cual se refleja en mayor expresion del LDLr en el higado
de las ratas SOY-AG (Figura 16C). Probablemente la captura hepatica de LDL es

mayor en las ratas alimentadas con proteina de soya que en las que fueron



alimentadas con caseina, reduciendo su concentracion circulante y su captura por

otros tejidos, como el tejido adiposo.
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Figura 16: (A) Contenido de mRNA de SREBP-2 en higado, (B) contenido de proteina precursora y
madura de SREBP-2 en higado y (C) contenido de mRNA del LDLr en ratas alimentadas con CAS,
SQY, CAS-AG y SOY-AG por 180 dias. Los valores representan el promedio * error estandar, n=8.
Las letras indican diferencia significativa entre grupos (P<0.05) a>b>c.

Morfologia del tejido adiposo blanco y acidos grasos libres en suero: En la
obesidad, el consumo cronico de dieta alta en energia obliga al tejido adiposo a
almacenar una cantidad excesiva de TG en los adipocitos, incrementando
drasticamente su volumen (hipertrofia) en asociacion con un incremento en la
liberacion de acidos grasos libres (AGL) a la circulacién. Para determinar la
proporcion de adipocitos hipertréficos en las ratas de los cuatro grupos, se evalué
el &rea de las células adiposas del tejido adiposo blanco (TAB). El consumo de la
dieta alta en grasa increment0 significativamente el area de los adipocitos de las

ratas del grupo CAS-AG respecto a los grupos control (Figura 17A y B).
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Figura 17: (A) Histologia de tejido adiposo blanco tefiido con hematoxilina y eosina, (B) area de
adipocitos, (C) concentracion de AGL en suero y (D) correlacién entre el area de adipocitos y la
concentracion de AGL en suero de ratas alimentadas con CAS, SOY, CAS-AG y SOY-AG por 180
dias. Los valores representan el promedio + error estandar, n=8. Las letras indican diferencia

significativa entre grupos (P<0.05) a>b>c.

Notablemente, los adipocitos de las ratas del grupo SOY-AG presentaron un area
significativamente menor a la de las ratas del grupo CAS-AG. Este resultado indica
que el consumo de proteina de soya puede evitar la hipertrofia de las células
adiposas aun consumiendo dieta alta en grasa. Con base en los resultados
anteriores, se procedié a determinar la concentracion de AGL en suero, ya que se
ha demostrado en roedores y humanos que los adipocitos hipertroficos presentan
un aumento en la liberacion de AGL a la circulacion. Debido a que la captacion de
AGL por el higado no es regulada, el aumento en la concentracion circulante de
AGL se refleja en el aumento en la captura y almacenaje de lipidos en el higado.
El contenido de AGL en suero de las ratas alimentadas con la dieta SOY-AG fue
significativamente menor al de las ratas alimentadas con CAS-AG (Figura 17C). El

analisis de correlacién indica que existe una fuerte correlacion entre el area de los



adipocitos y el contenido de AGL en suero (Figura 17D) y con el contenido de
lipidos en higado. Estos resultados indican que los adipocitos de las ratas
alimentadas con soya aun mantienen la capacidad para almacenar eficientemente

los acidos grasos y esto se reflejaria en menor flujo hacia el higado.

Contenido de mRNA de PPARYy y perilipinas en tejido adiposo blanco: Para
entender mejor el mecanismo por el cual la proteina de soya evita la hipertrofia de
los adipocitos, se determino el contenido de mRNA de PPARy. PPARYy controla la
mayoria de las funciones del tejido adiposo, sin embargo en la obesidad la
expresion de PPARy en el tejido adiposo disminuye reduciendo la capacidad de
proliferacion y diferenciacion del tejido adiposo. Los resultados muestran que
contenido de mRNA de PPARy fue significativamente mayor en el tejido adiposo
blanco de las ratas alimentadas con la dieta control con soya respecto a la
alimentadas con caseina (Figura 18A). El consumo de la dieta alta en grasa
redujo significativamente el contenido de mRNA de PPARYy respecto a los grupos
control, sin importar el tipo de proteina dietaria. Este resultado indica que la
correcta funcionalidad de los adipocitos de las ratas SOY-AG no esta mediada por

un incremento en el contenido de mMRNA de PPARY.
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Figura 18: (A) Contenido de mRNA de PPARy y (B) contenido de mRNA de perilipinas en tejido
adiposo blanco en ratas alimentadas con CAS, SOY, CAS-AG y SOY-AG por 180 dias. Los valores
representan el promedio + error estandar, n=8. Las letras indican diferencia significativa entre
grupos (P<0.05) a>b>c.

Algunos receptores nucleares son regulados principalmente a nivel post-
transcripcional, donde la activacion es mediada por union a ligando y no por

cambios en su transcripcion. Por esta razén se procedié a determinar el contenido



de mRNA de perilipinas, un gen blanco de PPARy, para evaluar la actividad
transcripcional de este receptor. El contenido de mRNA de perilipina fue
significativamente mayor en las ratas alimentadas con la dieta SOY respecto al
resto de los grupos (Figura 18B) y las ratas alimentadas con las dietas altas en
grasa presentaron una reduccion en el contenido de mRNA de perilipinas respecto
a aquellas alimentadas con las dietas control. Sin embargo, las ratas alimentadas
con la dieta SOY-AG mostraron significativamente mas mRNA de perilipinas en el
tejido adiposo blanc que aquellas alimentadas con la dieta CAS-AG. Este
resultado indica que la proteina de soya dietaria puede incrementar la actividad
transcripcional de PPARY en este tejido, ya que es capaz de inducir la expresion
génica de las perilipinas. Las perilipinas son proteinas localizadas en la periferia
de la vesicula lipidica de los adipocitos y actian como un impedimento para la
hidrolisis de triglicéridos mediada por la lipasa sensible a hormonas. ElI mayor
contenido de mMRNA de perilipinas en el tejido adiposo de las ratas alimentadas
con proteina de soya respecto a las alimentadas con caseina, puede indicar

menor hidrolisis de TG y menor liberacion de AGL a la circulacion.

Leptina en suero y deposicién de colageno en higado: En la obesidad los
adipocitos hipertréficos producen una elevada cantidad de leptina, generando
hiperleptinemia y resistencia a la leptina. Se ha demostrado que la hiperleptinemia
puede activar las células estelares del higado, estimulando la respuesta
inflamatoria y deposicion de colageno, participando en la progresiéon de higado
graso a cirrosis y fibrosis hepatica. En el presente estudio la concentracién de
leptina en suero en las ratas CAS-AG fue significativamente mayor a la de los
grupos control (Figura 19A). De manera interesante la concentracion de leptina en
las ratas SOY-AG fue significativamente menor que la del grupo CAS-AG, en
estrecha relacion con el area de los adipocitos (Figura 19B). Para evaluar la
deposicion de colageno en el higado, se realizaron cortes histoldgicos y tifieron
con la técnica de MASSON. En el higado de las ratas del grupo CAS-AG se
observaron lesiones en el parénquima e infiltrado inflamatorio perivenular vy

perisinusoidal, evidente por la abundancia de pequefias células en la periferia del



espacio porta, con depésitos de colageno perisinusoidal (Figura 19C). En cambio,
la morfologia del higado de las ratas del grupo SOY-AG presenta menor
proporcion de infiltrado inflamatorio respecto al grupo CAS-AG, y ausencia de
depositos de colageno. Estos resultados pueden indicar asociacion entre la
concentracion de leptina circulante y el grado de dafio hepéatico, siendo mayor en
el grupo CAS-AG que en el grupo SOY-AG.
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Figura 19: (A) Concentracion de leptina en suero, (B) correlacion entre el &rea de adipocitos y la
concentracion de leptina en suero y (C) deposicion de colageno en higado de ratas alimentadas
con CAS, SOY, CAS-AG y SOY-AG por 180 dias. Los valores representan el promedio * error
estandar, n=8. Las letras indican diferencia significativa entre grupos (P<0.05) a>b>c.

MRNA de TNF a y SOCS-3 en tejido adiposo blanco: La obesidad se considera
actualmente una condicion inflamatoria sistémica, donde la produccion de
citocinas por los adipocitos hipertréficos juega un papel importante. Para evaluar la
produccion de citocinas en el tejido adiposo de las ratas de los cuatro grupos se
analizo el contenido de mRNA de TNFa. En el grupo de ratas alimentadas con la
dieta SOY-AG el contenido de mRNA de TNFa fue significativamente menor al de
las ratas alimentadas con la dieta CAS-AG (Figura 20A). La elevada produccion
de TNFa y leptina por el tejido adiposo inducen resistencia sistémica a la insulina 'y
a la leptina. Para evaluar el grado de resistencia a la leptina en el tejido adiposo se
determind el contenido de mRNA de SOCS-3, un indicador molecular de



resistencia a la leptina. El contenido de mRNA de SOCS-3 fue significativamente
mayor en el tejido adiposo de las ratas CAS-AG respecto al de las ratas SOY-AG y
los grupos control (Figura 20B). Estos resultados indican que el consumo a largo
plazo de proteina de soya es capaz de evitar las alteraciones endécrinas del tejido
adiposo que acompafian el consumo de dieta alta en grasa, evitando la
sobreproduccién de citocinas el desarrollo de resistencia a la leptina en el tejido

adiposo y probablemente en otros tejidos.
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Figura 20: (A) Contenido de mRNA de TNFa y (B) contenido de mRNA de SOCS-3 en tejido
adiposo blanco de ratas alimentadas con CAS, SOY, CAS-AG y SOY-AG por 180 dias. Los valores
representan el promedio + error estandar, n=8. Las letras indican diferencia significativa entre
grupos (P<0.05) a>b>c.

Morfologia del tejido adiposo pardo y contenido de mRNA de PPARy y UCP-
1: El tejido adiposo pardo es un organo fundamental en el mantenimiento del
balance energético en mamiferos pequefios y probablemente en el humano
también. Sin embargo la resistencia a la leptina que se observa en la obesidad,
reduce la capacidad oxidativa de este tejido, alterando el balance energético. Para
evaluar la capacidad oxidativa del tejido adiposo pardo en las ratas del presente
estudio se realizé un analisis histoldgico y la determinacion del mRNA de algunos
genes importantes en el metabolismo de este tejido. Las histologias del tejido
adiposo pardo de las ratas de los grupos control presentaron morfologia normal,
donde las células presentan numerosas vacuolas lipidicas pequefias,
caracteristicas de las células adiposas pardas (Figura 21A). En contraste, el tejido
pardo de las ratas alimentadas con la dieta CAS-AG mostraron células con

grandes vesiculas lipidicas asemejando adipocitos blancos. De manera



interesante, las ratas del grupo SOY-AG presentaron morfologia similar a la de las
ratas del grupo control pese a que consumieron la dieta alta en grasa. Al
cuantificar el area de las vesiculas lipidicas, la diferencia entre las ratas del grupo
SOY-AG y las del grupo CAS-AG resulto significativa (Figura 21B).
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Figura 21: (A) Histologia de tejido adiposo pardo tefiido con hematoxilina y eosina, (B) area de las
vesiculas lipidicas, (C) contenido de mRNA de PPARy y (D) contenido de mRNA de UCP-1 en TAP
de ratas alimentadas con CAS, SOY, CAS-AG y SOY-AG por 180 dias. Los valores representan el
promedio + error estandar, n=8. Las letras indican diferencia significativa entre grupos (P<0.05)
a>b>c.

La acumulacién masiva de lipidos en los adipocitos pardos de las ratas CAS-AG
puede indicar una reduccion en su capacidad de oxidar y eliminar lipidos. Esta
reduccion fue causada probablemente por una disminucién en la actividad de
PPARy en el tejido adiposo pardo, ya que al igual que en tejido adiposo blanco,
PPARy controla la actividad metabdlica de los adipocitos pardos. El contenido de
MRNA de PPARYy en el tejido pardo de las ratas de los grupos alimentados con
proteina de soya fue significativamente mayor que el de los grupos alimentados

con caseina, aun en las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa (Figura 21C).



Para evaluar si el mayor contenido de mRNA de PPARYy se asocia con un aumento
en su actividad transcripcional, se determin6 el contenido de mRNA de la UCP-1,
cuya expresion en el tejido adiposo pardo esta controlada principalmente por
PPARy. Como se esperaba, el contenido de mMRNA de UCP-1 fue
significativamente mayor en el tejido pardo de las ratas de los grupos SOY y SOY-
AG respecto al de los grupos CAS y CAS-AG (Figura 21D). La UCP-1 es una
proteina mitocondrial encargada de disipar la energia de la oxidacién de sustratos
energéticos como calor, impidiendo la sintesis de ATP. Estos resultado indican
qgue el consumo de proteina de soya puede incrementar la capacita termogénica
del tejido adiposo pardo aun en dieta alta en grasa, al estimular la actividad
transcripcional de PPARy. Este probable aumento en la oxidacion de lipidos y
termogénesis en el tejido adiposo pardo de las ratas alimentadas con la dieta alta
en grasa con proteina de soya puede explicar la reduccion en el contenido de

grasa corporal, indicando un eficiente control del balance energético.

Discusioén

En los dltimos afios se ha observado un incremento drastico en el consumo de
alimentos con elevado contenido energético a nivel mundial [5]. Este
comportamiento alimenticio ha permitido comprobar que el consumo a largo plazo
de dietas hiperenergéticas disminuye la capacidad del organismo para mantener el
balance energético en equilibrio. El excedente de energia es almacenado en forma
de triglicéridos (TG) en el tejido adiposo, generando adipocitos hipertroficos y
obesidad [64]. Este aumento en el volumen de tejido adiposo incrementa la
produccion de leptina y la liberacion de acidos grasos libres (AGL) a la circulacion.
En el higado los AGL son captados y almacenados como TG y la leptina se vuelve
incapaz de controlar su acumulacion, dando lugar al desarrollo de esteatosis

hepatica.

Es por esta razon que la esteatosis hepatica se presenta en estrecha asociacion

con la obesidad y el sindrome metabdlico. De hecho, se estima que el 70% de los



pacientes obesos cursan con esteatosis hepatica, lo cual representa el 15% de la
poblacién mundial [117]. La esteatosis hepatica es por si misma una enfermedad
relativamente benigna, sin embargo el tejido adiposo hipertréfico sintetiza y libera
citocinas pro-inflamatorias como el TNFa que exacerban el dafio hepéatico y
favorecen la progresién a cirrosis y fibrosis a través de un proceso de lipotoxicidad
[67]. Pese a la gravedad de este padecimiento, hasta la fecha no existen

tratamientos farmacoldgicos definitivos para la esteatosis hepatica.

Lo anterior nos permite afirmar que la dieta es un factor determinante en la
regulacion del metabolismo y juega un papel importante en el desarrollo de
numerosas enfermedades [83]. Sin embargo, la dieta también puede jugar un
papel en la prevencién y tratamiento de enfermedades [93, 118]. Los mecanismos
moleculares por los cuales los factores dietarios ejercen estos efectos han
comenzado a elucidarse a través del desarrollo de la Nutriologia molecular [12].
De manera particular se ha observado que gran parte de los efectos de la dieta

involucran cambios en la secrecion de hormonas y la expresion de genes.

En la presente investigacion se evalu6 el efecto de la proteina de soya dietaria
sobre el desarrollo de esteatosis hepatica en ratas alimentadas con dieta alta en
grasa y su relacion con la adiposidad respecto a ratas alimentadas con dieta alta
en grasa con caseina. Numerosos estudios en roedores y humanos han
demostrado que el consumo a largo plazo de dieta alta en grasa induce una serie
de anormalidades metabdlicas como dislipidemia y resistencia a la insulina [79,
81], alteraciones comunmente asociadas con la esteatosis hepatica y la hipertrofia
de los adipocitos. Por esta razon los animales fueron alimentados con las dietas
experimentales por un periodo de 180 dias. Al final del estudio las ratas
alimentadas con la dieta alta en grasa con caseina (CAS-AG) presentaron
aumento significativo en el peso corporal respecto a los grupos control con
caseina o soya, acompafiado de un aumento en la concentracion de colesterol y
TG circulantes, en la acumulacién de lipidos hepaticos y en el area de los

adipocitos. Estos resultados indican que la dieta alta en grasa provocO serias



anormalidades metabdlicas en las ratas, asemejando a las alteraciones que se
observan en pacientes obesos con sindrome metabdlico. De manera interesante
las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa con soya (SOY-AG) presentaron
aumento en peso menor al de las ratas CAS-AG y no mostraron alteraciones en

los lipidos plasmaticos, en los lipidos hepaticos ni en el area de adipocitos.

En general, las proteinas de origen vegetal no cubren totalmente el requerimiento
dietético de aminoacidos, porque son deficientes en algunos aminoéacidos
indispensables. Sin embargo, la proteina de soya cubre los requisitos de
aminodacidos para el crecimiento y mantenimiento de ratas y humanos [91]. Esto
se puede observar en la grafica de aumento en peso, donde la pendiente fue igual
en los cuatro grupos hasta el dia 30. La diferencia en peso se observo después de
los 60 dias y dependio6 del tipo de proteina y del contenido de grasa en la dieta. El
consumo de alimento tampoco fue diferente en los cuatro grupos durante el
estudio indicando que esta tampoco fue la causa de la diferencia en peso. El
andlisis bromatoldgico revelo6 diferencia en el contenido de grasa corporal mientras
que el contenido de proteina no presentd diferencia en los cuatro grupos,
indicando que el consumo de proteina de soya evitd la acumulacion de grasa
corporal en ratas alimentadas con dieta alta en grasa, sin modificar la masa

muscular.

Se evalud la concentracion de glucosa circulante y el contenido de glucégeno en
higado, indicadores de resistencia a la insulina en la obesidad. En ambos casos,
las ratas alimentadas con la dieta SOY-AG presentaron mayor sensibilidad a la
insulina que las ratas CAS-AG. En el transcurso de la obesidad, la resistencia a la
insulina se acomparfia por aumento en la secrecion pancreatica de insulina para
compensar la deficiencia en su accion. En nuestro laboratorio hemos demostrado
qgue la proteina de soya dietaria es capaz de regular la secrecion pancreética de
insulina, evitando la hiperinsulinemia [100]. Este resultado nos llevé a pensar que

el efectivo control de la glucemia observado en las ratas alimentadas con dieta alta



en grasa con proteina de soya lo obtuvieron al regular la produccion de insulina
(Figura 22).

Sin embargo, a diferencia de lo esperado, ambos grupos alimentados con la dieta
alta en grasa mostraron un aumento en la concentracién de insulina circulante sin
importar el tipo de proteina en la dieta. Se ha demostrado que la secrecion
pancreatica de insulina no sélo es estimulada por glucosa, sino que los acidos
grasos también inducen su liberacion [83, 119]. Probablemente, el estimulo
insulinémico inducido por el contenido excesivo de lipidos en la dieta fue mayor
que la capacidad de la proteina de soya para evitarlo. De manera interesante, la
concentracién de glucagon en suero respondio al tipo de proteina en la dieta y
esta diferencia modific6 la relacion insulina/glucagon en los cuatro grupos,
resultando significativamente menor en el grupo SOY-AG respecto al grupo CAS-
AG. Es probable que el mecanismo incluya un efecto gendémico directo en las
células a asi como un efecto indirecto mediado por cambios en la produccién de
otras hormonas, como la colecistocinina y el péptido similar a glucagon -1 del
intestino [105, 106].

La esteatosis hepatica ocurre cuando la velocidad de captura y sintesis de lipidos
es mayor a la capacidad del higado para eliminarlos [117]. En la obesidad, la
hiperinsulinemia secundaria a la resistencia a la insulina incrementa la sintesis
enddégena de lipidos mediada por SREBP-1 [120]. Como esperabamos, el
contenido de SREBP-1 en higado presento correlacion significativa con la relacion
insulina/glucagon en los cuatro grupos y a su vez, el contenido de SREBP-1 se
relaciond con el grado de esteatosis hepdatica. Estos resultados indican que el
cambio hormonal producido por la proteina de soya dietaria fue capaz de reducir la
acumulacion de lipidos en el higado mediada en parte por la reduccién del
contenido de SREBP-1, pese a que consumieron dieta alta en grasa (Figura 22).
Es importante notar que, aunque la activacion de la transcripcion de los genes

lipogénicos involucra numerosos factores de transcripcion y coactivadores



especificos, se ha demostrado que SREBP-1 es necesario para que la

transcripcion se lleve a cabo [26].

Se sabe que el consumo de proteina de soya reduce la concentracion de
triglicéridos circulantes. Esto se ha demostrado numerosas veces en estudios en
humanos y roedores [93, 121]. Sin embargo hasta hace poco los mecanismos
involucrados han permanecido relativamente ocultos. Estudios en roedores y
humanos han demostrado que la actividad de la enzima SCD-1 es determinante
en el destino metabdlico de los lipidos sintetizados por el higado. El grupo de Attie
y Ntambi ha demostrado que la actividad de la SCD-1 determina el destino
metabodlico de los lipidos hepaticos, favoreciendo su utilizacion para su
esterificaciéon en TG y produccion de VLDL, incrementando la concentracion de
lipidos plasméticos [32, 122]. En el presente estudio, la concentracion de TG
totales y VLDL-TG se asocio con el contenido de mRNA de la enzima SCD-1 en el
higado. Estos resultados indican que el consumo de proteina de soya reduce la
concentracion de lipidos circulantes, en parte probablemente al regular la
expresion de la SCD-1 en el higado. La transcripcion de la SCD-1 es regulada
principalmente por SREBP-1 [31], sin embargo la expresion de SCD-1 en el
higado de las ratas del presente estudio no mostrd relacién con el contenido de
SREBP-1 en higado. Mas bien, el contenido de mRNA de SCD-1 en higado se vio
modulado por el tipo de proteina en la dieta y no por el contenido de grasa o la
interaccion proteina-grasa. En adicion a SREBP-1, la expresion génica de SCD-1
puede ser mediada también por la leptina asi como por el factor de transcripcion
PPARy [123]. Es probable que algin componente asociado a la proteina de soya
dietaria, como las isoflavonas, haya modificado la actividad de alguno de estos
factores y de este modo reducir la expresion de la SCD-1 (Figura 22).

Otro conocido efecto del consumo de proteina de soya es la reduccion en el
contenido de colesterol circulante y de manera particular, en las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) [107, 124]. Este efecto cobra mayor importancia al tomar en

cuenta que la dislipidemia es un factor asociado al sindrome metabdlico que



favorece el desarrollo de ateroesclerosis. Esto ocurre debido a que el colesterol
gue contienen las LDL es susceptible a oxidacion, lo cual incrementa su captura
por los macréfagos del endotelio vascular. Estos macréfagos se convierten en
células espumosas que se acumulan reduciendo el didmetro interno de las arterias
y el flujo sanguineo, incrementando la presion arterial [125]. Las LDL son captadas
por el higado a través del receptor de LDL (LDLr) para la excrecion del colesterol
en la bilis. En el presente estudio observamos asociacion entre el mayor
contenido de mRNA del LDLr en el higado de las ratas alimentadas con SOY-AG
con menor concentracion de colesterol total y LDL-colesterol en suero. La
expresion génica del LDLr es controlada por SREBP-2 y de manera interesante
pudimos observar mayor contenido de mRNA y proteina de SREBP-2 en el higado
de las ratas SOY-AG respecto al resto de los grupos. De manera interesante el
efecto de la proteina de soya sobre SREBP-2 y el LDLr solo se observo en los
animales alimentados con la dieta SOY-AG. Este resultado puede indicar que el
consumo de proteina de soya en asociacion a dieta alta en grasa es capaz de
inducir la expresion de SREBP-2 aumentando la captacion hepatica de lipidos,
manteniendo bajo el nivel de LDL-colesterol circulante (Figura 22).

La reduccion en el contenido de lipidos en las lipoproteinas circulantes de las ratas
alimentadas con soya, pudo haber reducido la captura y almacenaje de lipidos en
el tejido adiposo. El tejido adiposo almacena energia en forma de TG para liberar
AGL durante los periodos de ayuno, sin embargo el consumo crénico de dieta alta
en energia obliga al tejido adiposo a almacenar una cantidad excesiva de TG en
las vacuolas lipidicas de los adipocitos, incrementando drasticamente su volumen
(hipertrofia) [59]. En el presente estudio, el consumo de la dieta alta en grasa
Gnicamente incremento el area de los adipocitos de las ratas alimentadas con la
dieta CAS-AG, mientras que las ratas alimentadas con SOY-AG mantuvieron un
area similar a las ratas control, indicando probablemente menor captura de lipidos
circulantes o mejor distribucion de los lipidos. Este resultado indica que
probablemente el consumo de proteina de soya aumento la capacidad proliferativa

del tejido adiposo de las ratas SOY-AG, pese al consumo de dieta alta en grasa.



La hipertrofia de los adipocitos en la obesidad es causada por la reduccién en la
capacidad de proliferacion y diferenciacion, obligando a las células existentes a
almacenar el exceso de energia. Este fendmeno es el resultado de la disminucién
en la actividad del factor de transcripcion PPARy [60]. Como se esperaba, el
consumo de la dieta alta en grasa redujo significativamente el contenido de mRNA
de PPARYy respecto a los grupos control, sin embargo el consumo de proteina de
soya no modificé el contenido de mRNA de PPARy. Es importante mencionar que
algunos receptores nucleares son regulados principalmente a nivel post-
transcripcional, donde la activacién es mediada por unién a ligando, fosforilaciones
e interacciones con co-activadores en el ndcleo y no por cambios en su

transcripcion [53].

Para analizar la actividad transcripcional de PPARy en el tejido adiposo se
determiné el contenido de mRNA de uno de sus genes blanco. El gen que codifica
las perilipinas es controlado principalmente por PPARYy, se expresa durante la
diferenciacion de adipocitos y es un indicador de adipocitos maduros [126, 127]. El
aumento en el contenido de mMRNA de perilipina en el tejido adiposo de las ratas
SOY-AG sugiere mayor actividad transcripcional de PPARy respecto a las ratas
CAS-AG, aunque no se haya observado diferencia en su contenido de mRNA
(Figura 22). El probable mecanismo por el cual la proteina de soya dietaria pudo
incrementar la actividad de PPARy es a través de la union de las isoflavonas
asociadas a la proteina de soya con el dominio de unién a ligando de PPARY. De
hecho, varios estudios in vitro han demostrado que las isoflavonas genisteina y
dadzeina de la soya son capaces de interaccionar con PPARy e inducir su

actividad transcripcional en adipocitos [110, 111].

La relacion entre la obesidad y el desarrollo de enfermedades como higado graso,
ateroesclerosis, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 se ha asociado con la
presencia de adipocitos hipertroficos [1]. En el higado, la acumulacion de lipidos
es resultado de la sintesis enddégena y el aumento en la captacion de AGL

provenientes del tejido adiposo [128]. Esto es debido a que en la obesidad los



adipocitos hipertroficos incrementan la hidrolisis de los triglicéridos almacenados,
mediada por la reduccion en la actividad de PPARy y el contenido de perilipinas
alrededor de la vesicula lipidica [50]. En el presente estudio, el mayor contenido
de mRNA de perilipinas en el tejido adiposo de las ratas alimentadas con proteina
de soya se asocio a la menor concentracion de AGL circulantes y estos a su vez
se asociaron con la menor area de adipocitos y con el menor contenido de lipidos
en higado. Estos resultados indican que los adipocitos de las ratas alimentadas
con soya mantuvieron la capacidad para almacenar eficientemente los AG,

reduciendo su flujo hacia el higado (Figura 22).

El tejido adiposo hipertréfico secreta una gran cantidad de leptina y otras citocinas
como el TNFa, generando un estado inflamatorio sistémico [62, 129]. Una
consecuencia de esto es el desarrollo de resistencia a la insulina y lipotoxicidad en
higado. En los grupos control la concentracion de leptina en suero no rebasé los
6.5 ng/ml, mientras que en el las ratas CAS-AG aumenté a 15+2 ng/ml, valor
reportado en la literatura como indicador de resistencia a la leptina [130]. El grupo
de ratas alimentadas con la dieta SOY-AG presentaron una concentracion
circulante de leptina similar a los grupos control, en asociacion a un menor
contenido de tejido adiposo. El contenido de mRNA de TNFa y SOCS-3 también
fue significativamente menor en el tejido adiposo de las ratas SOY-AG respecto a
las CAS-AG. SOCS-3 es una fosfatasa involucrada en la terminacion de la
sefalizacion de citocinas, como la leptina, y su contenido aumenta al incrementar
la concentracion de leptina circulante, por lo que constituye un buen indicador
molecular de resistencia a la leptina [131, 132]. Estos resultados indican que el
consumo a largo plazo de proteina de soya es capaz de evitar las alteraciones
enddcrinas del tejido adiposo que acompafian el consumo de dieta alta en grasa,
evitando la sobreproduccién de citocinas, el desarrollo de resistencia a la leptina y
lipotoxicidad en el tejido adiposo y probablemente en otros tejidos como el higado
(Figura 22).



La lipotoxicidad es el dafio celular mediado por lipidos, donde el aumento en el
contenido de acidos grasos intracelulares genera ceramidas y otros intermediarios
gue inducen muerte celular [69, 133]. En el higado, una concentracion elevada de
TNFa y leptina en suero pueden activar las células estelares e inducir la respuesta
inflamatoria [76]. Este proceso induce lipotoxicidad en las células del parénquima
favoreciendo la progresion del dafio hepético de esteatosis a cirrosis e incluso
fibrosis. En las histologias de las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa con
proteina de soya no se observo infiltrado inflamatorio ni depdésitos de colageno
perisinusoidal, a diferencia de las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa con
caseina. Este resultado puede indicar que el consumo de proteina de soya puede
ser una alternativa terapéutica en el tratamiento de la esteatosis hepatica en la

obesidad.

Finalmente, se analiz6 el tejido adiposo pardo (TAP) para estimar el gasto de
energia por termogénesis en los animales. El TAP es un érgano fundamental en el
mantenimiento del balance energético en mamiferos pequefios y probablemente
en el humano también [46, 134]. Las histologias revelaron una acumulacién
masiva de lipidos en los adipocitos pardos de las ratas CAS-AG en asociacion a la
disminucién en el contenido de mRNA de PPARy y UCP-1 en el TAP, mientras que
el TAP de las ratas alimentadas con SOY-AG no presentaron cambios
significativos respecto a los grupos control. La actividad del TAP es mantenida por
PPARy [135] al igual que en los adipocitos blancos y por accion de la leptina, que
actla en los adipocitos pardos de manera directa y a través del sistema nervioso
central [56]. Estos resultados indican que el TAP de los animales alimentados con
proteina de soya mantiene la sensibilidad a la leptina y como consecuencia una
eficiente capacidad oxidativa. Este probable aumento en la oxidacion de lipidos y
termogénesis en el TAP de las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa con
proteina de soya puede explicar la reduccién en el contenido de grasa corporal
respecto a aquellas alimentadas con caseina, indicando un eficiente control del

balance energético (Figura 22).



La dieta ejerce un claro efecto en el metabolismo, debido a la interaccion de sus
componentes y los sistemas homeostaticos del organismo. Los mecanismos
moleculares por los cuales los factores dietarios ejercen estos efectos han
comenzado a elucidarse. En la presente investigacion se muestra que el consumo
de un nutrimento como lo es la proteina de soya puede modular la lipogénesis
hepatica, el metabolismo del tejido adiposo blanco y pardo, previniendo el
desarrollo de esteatosis y lipotoxicidad hepética en ratas alimentadas con dieta
alta en grasa. Los resultados de la presente investigacion permiten sugerir un
mecanismo de accion de la proteina de soya dietaria a través de la modificacion
del perfil hormonal (insulina, glucagon y leptina) y de manera directa sobre el
receptor nuclear PPARYy en el tejido adiposo. Aunque algunas de las interacciones
y asociaciones planteadas en la presente investigacion son especulativas, trazan
un mecanismo légico y plausible para integrar un marco de referencia en el
desarrollo de terapias a nivel nutricional para el tratamiento de la obesidad y sus

consecuencias metabdlicas en higado y tejido adiposo.



Figura 22: Mecanismo propuesto para la accién de la proteina de soya dietaria sobre los factores
de transcripcion SREBP-1 y SREBP-2 en higado y PPARYy en tejido adiposo blanco y pardo en la
obesidad.



Conclusiones

El consumo de proteina de soya en ratas alimentadas con dieta alta en grasa
ejercio los siguientes efectos respecto a aquellas alimentadas con caseina:

a.

Redujo el contenido de grasa corporal probablemente por un aumento en
la capacidad termogéncia del tejido adiposo pardo.

Evitd el desarrollo de esteatosis hepatica al reducir el contenido de
SREBP-1 en higado mediado por una disminuciébn en la proporcion
insulina/glucagon circulante.

Evito la dislipidemia en parte debido a la reduccion en el contenido de
MRNA de SCD-1 y al aumento en el contenido de SREBP-2 y mRNA del
LDLr en higado.

Evitdo el desarrollo de adipocitos disfuncionales al reducir la respuesta
inflamatoria local mediada por TNFa y SOCS-3 en tejido adiposo blanco.

Evitd el desarrollo de lipotoxicidad hepatica al disminuir la concentracion de
leptina y el flujo de acidos grasos libres provenientes del tejido adiposo.
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