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1. RESUMEN

En los Gltimos afios la prevalencia de obesidad ha aumentado drasticamente, siendo un
factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades que forman parte del sindrome
metabdlico como dislipidemia, diabetes mellitus e insuficiencia cardiaca. EI mecanismo
por el cual, el aumento en el volumen de tejido adiposo que define a la obesidad y que
causa acumulacion excesiva de lipidos en tejidos distintos al adiposo es denominado
lipotoxicidad. Dicha acumulacién podria causar muerte celular programada o apoptosis, a
través de la formacion de ceramidas. Por otro lado, estudios han demostrado efecto
benéfico del consumo de proteina de soya sobre la concentracion de colesterol y
triacilgliceroles en suero y tejidos como el higado, por lo que la presente investigacion
tuvo por objetivo conocer el efecto del consumo de la proteina de soya sobre la
lipotoxicidad cardiaca en un modelo de obesidad inducida por dieta. Se utilizaron ratas
Sprague Dawley las cuales se dividieron en 2 grupos control alimentados con proteina de
soya y caseina como fuente de proteina y dos con dietas altas en grasa con las mismas
proteinas. Después de 180 dias de tratamiento, se obtuvieron los corazones para determinar
la acumulacion de grasa, ceramidas y la expresion de los genes PPARa, SREBP-1, SPT-1
y TNFoa. Los resultados mostraron reduccion en la concentracion de colesterol y
triacilgliceroles en corazén de las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa con proteina
de soya respecto a las alimentadas con caseina. También se observo un aumento en la
expresion de PPARa indicando mayor oxidacion de &cidos grasos, reduccion en la sintesis
de lipidos mediada por SREBP-1 y reduccion en la sintesis de ceramidas y respuesta
inflamatoria mediadas por SPT-1 y TNFa respectivamente. En conclusién, la proteina de
soya evito el desarrollo de lipotoxicidad cardiaca en ratas alimentadas con una dieta alta en

grasa.

Palabras clave: Obesidad, lipotoxicidad, corazon, soya.



2. ABSTRACT

In recent years the prevalence of obesity has increased dramatically, as a risk factor for the
development of diseases that are part of the metabolic syndrome such as dyslipidemia,
diabetes mellitus and heart failure. The mechanism by which the volume of adipose tissue
that defines obesity and alterations that occur in different organs, is known as lipotoxicity,
which is defined as excessive accumulation of lipids in non-adipose tissues such as liver,
islets pancreatic, cardiac and skeletal muscle. This accumulation can cause programmed
cell death or apoptosis, through the formation of ceramides. Furthermore, studies have
shown beneficial effects of consumption of soy protein on the concentration of cholesterol
and triacylglycerol in serum and tissues as the liver, so this research aimed to study the
effect of consumption of soy protein on cardiac lipotoxicity in a model of diet-induced
obesity. Sprague Dawley rats were used which were divided into 2 control groups fed soy
protein and casein as a protein source and two high-fat diets with the same proteins. After
180 days of treatment, the hearts were obtained to determine the accumulation of fat,
ceramides and the expression of genes SREBP-1, SPT-1 and TNFa. The results showed
reduction in the concentration of cholesterol and triacylglycerol in the heart of rats fed
high-fat diet with the high fat diet with soy protein with respect to those fed with. Also
observed an increase in the expression of PPARa,indicating increased fatty acid oxidation,
reduction in the synthesis of lipids mediated by SREBP-1 and reduction in the synthesis of
ceramides and inflammatory response mediated by SPT-1 and TNFa, respectively. In
conclusion, soy protein prevented the development of cardiac lipotoxicity in rats fed a diet
high in fat.

Key Words: Obesity, lipotoxicity, heart, soy.



3. MARCO TEORICO

3.1. OBESIDAD

La obesidad se considera una pandemia que afecta a mas de 300 millones de personas en el
mundo.! Es una enfermedad frecuente en México, ya que estadisticas recientes muestran
que el 70% de los mexicanos adultos tienen problemas de peso.? Segln la Encuesta
Nacional de la Salud 2006 (ENSA-2006) alrededor del 30% de los mexicanos mayores de

20 afios padece esta enfermedad.®*

La obesidad es una enfermedad cronica caracterizada por un almacenamiento excesivo de
tejido adiposo en el organismo, resultado de un desequilibrio en la utilizacion de energia y
acompariado de alteraciones metabolicas que predisponen a la presentacion de trastornos
que deterioran el estado de salud, asociada en la mayoria de los casos a patologias como
diabetes, hipertension, enfermedad de corazén, resistencia a la insulina, dislipidémias,

entre otras.>®

Existen diferentes clasificaciones de obesidad, la mas comun se basa en la estimaciéon del
indice de masa corporal (IMC). Para la Organizacién Mundial de Salud (OMS), un IMC de
25 a 29.9 indica sobrepeso; de 30 a 34.9, obesidad leve; de 35 a 39.9, obesidad moderada;

y un IMC mayor de 40 indica obesidad severa, independientemente del género.”®

De acuerdo a la acumulacion de grasa la obesidad se clasifica en dos tipos: androide y
ginecoide. Cuando la grasa se acumula preferentemente en cintura y cadera se denomina

ginecoide, y cuando la grasa se localiza en el abdomen se le llama androide.%*°

Segun las caracteristicas morfologicas de las células en el tejido, existe la obesidad
hiperplasica, que se caracteriza por el aumento del nimero de celulas adiposas, mientras la

hipertréfica por el aumento del volumen de los adipositos.!



La obesidad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cronicas no
transmisibles en adultos, tal es el caso de aterosclerosis, resistencia a la insulina e
hiperlipidemia. De manera particular, la obesidad visceral es un marcador precoz del
sindrome metabolico y enfermedad cardiovascular, ya que esta asociada con mayor riesgo
de hipertension, resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2, ateroesclerosis e infarto,
por lo que prevenir la incidencia de obesidad es el primer paso para la prevencion de

enfermedades crénicas no transmisibles.?312

3.1.a FISIOPATOLOGIA DE LA OBESIDAD Y DEL SINDROME METABOLICO

La obesidad se desarrolla cuando el aporte de energia al organismo es mayor a la cantidad
de energia que se elimina en el metabolismo basal y ejercicio, generando un balance
energético positivo.® La obesidad genera alteraciones en el metabolismo de lipidos e
hidratos de carbono, es por esa razon que se asocia con el desarrollo de resistencia a la
insulina, hipertension e hiperlipidemia, dando origen a la diabetes y problemas

cardiovasculares.?

Normalmente el tejido adiposo almacena temporalmente el exceso de energia de la dieta en
forma de triacilgliceroles, cuando los diversos érganos y tejidos del cuerpo requieren
energia para realizar sus actividades metabolicas, éstos los obtienen a partir de los acidos
grasos que el tejido adiposo libera a la circulacion bajo dichas condiciones, proceso que
estd controlado eficientemente por la hormona leptina que es liberada por el tejido adiposo
y se sabe tiene sefiales que son esenciales para la regulacion del almacén periférico de
lipidos.'* Sin embargo, en los casos de obesidad, el tejido adiposo sufre hipertrofia, y la
cantidad de &cidos grasos que el tejido adiposo libera pueden exceder a la cantidad que los
tejidos son capaces de utilizar, aunado a una resistencia que se presenta a la accién de la
leptina (Fig. 1).*>'® Normalmente, los tejidos compensan este exceso de energia al
aumentar la tasa de oxidacién de &cidos grasos para mantener la homeostasis intracelular
El mecanismo por el cual ocurre este ajuste involucra la expresion de un factor de
transcripcion denominado receptor activado por proliferadores de peroxisomas o (PPARa

por sus siglas en ingles).t’
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Figura 1. Fisiopatologia del Sindrome Metabdlico. La obesidad comienza con un balance
energético positivo donde la energia consumida excede a la utilizada, esto permite una mayor
acumulacién de grasa en tejido adiposo. Dicha acumulacién hace que el adiposito sufra hipertrofia
y sea incapaz de almacenar mas grasa asi que esta sale en forma de triglicéridos al torrente
sanguineo y se sitla en 6rganos no adiposos ocasionando disfuncién celular lo que provoca se
desarrollen enfermedades que forman parte del Sindrome Metabdlico dependiendo del 6rgano

afectado.!®

PPARa. es un receptor nuclear activado por acidos grasos, de manera que es a traves de él
que los lipidos que ingresan a los tejidos actian como sefiales para realizar ajustes
metabolicos. PPARa induce la transcripcion de enzimas oxidativas de acidos grasos como
la carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1), la acil CoA oxidasa (ACO) y la proteina
desacoplante mitocondrial 2 (UCP-2).° El aumento en el contenido de estas enzimas
promueve la oxidacion mitocondrial o f—oxidacion del excedente de acidos grasos y la

energia generada puede ser disipada como calor.



La regulacién de este mecanismo compensatorio requiere de la secrecion de leptina por los
adipocitos y de la presencia del receptor de leptina (OB-R) en los tejidos donde esta va a

actuar.

La ruta de sefializacion del receptor de leptina involucra a las proteinas JAK2 Y STATS3,
las cuales se encargan de activar la expresion de genes como el PPARa.?% En la obesidad
el aumento en el tejido adiposo incrementa la concentracion de leptina circulante,
generando un estado de resistencia. Dicha resistencia reduce la activacion de JAK2 y
STAT3 evitando la expresion de PPARa y de ahi la oxidacion de lipidos en los tejidos,
esto altera la sefializacion y provoca que el exceso de acidos grasos en tejidos no adiposos

se acumule.

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 mutacion en algin gen
involucrado en el metabolismo energético como la rata Zucker fa/fa 6 el ratén db/db que
carecen del receptor de leptina (ObRb). Sin embargo, la obesidad humana rara vez es
causada por una alteraciéon monogénica como en los modelos anteriores. Méas bien, como
en la mayoria de las enfermedades, el riesgo de desarrollar obesidad y sindrome
metabolico depende en la interaccion del bagaje genético con el ambiente, que se
compone principalmente de la dieta y la actividad fisica. Debido al importante papel que
juega la dieta en el desarrollo de obesidad y sindrome metabolico en humanos, los modelos
de obesidad inducida por dieta (DIO) son muy importantes para el estudio del desarrollo de

la obesidad y sus consecuencias metabolicas.

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 metabolico en relativamente poco tiempo. En la DIO la concentracion de la
leptina aumenta progresivamente en proporcion con el incremento de peso corporal.??2 Al
inicio del tratamiento, el consumo cronico de energia genera un balance energético

positivo. Sin embargo, la accion de la leptina a través de su accion sobre PPARa protege a



los distintos 6rganos de la acumulacion de lipidos incrementando la oxidacion de acidos
grasos.”® Este efecto de la leptina mantiene el balance energético en equilibrio.?* Sin
embargo, con el tiempo, el desarrollo de resistencia a la accion de la leptina impide el
mantener este equilibrio, y entonces se da un incremento en la acumulacion de acidos
grasos en higado, pancreas, musculo esquelético y corazon, los cuales alteran la funcién

normal de los tejidos, proceso denominado lipotoxicidad.?

3.1. b. OBESIDAD Y PROBLEMAS CARDIOVASCULARES

En 1950 el 6.2% de las muertes en la poblacion mexicana, ocurrieron por enfermedad
cardiovascular, en el 2000 la prevalencia fue del 32% apareciendo como la segunda causa
de muerte, datos recientes muestran un 33.2% siendo la cardiopatia isquémica la primer
causa de muerte en ambos sexo0s.* Una de las causas del padecimiento de esta enfermedad
es el incremento de la obesidad, que va de la mano con hipertension arterial y el desarrollo

de diabetes.2

En la obesidad, el trabajo al que es sometido el miocardio es mayor que en un sujeto de
peso normal, ya que el exceso de tejido adiposo requiere un aumento en la vascularizacién
y un mayor volumen sanguineo generando hipertensién sanguinea. Este aumento en la
precarga predispone a una dilatacion ventricular izquierda que aunado a la elevacion de la
poscarga, conlleva a la hipertrofia ventricular izquierda.?® Debido a esta hipertrofia hay una
disminucion de la elasticidad del ventriculo, ocasionando disfuncion diastolica del

ventriculo izquierdo.?’

Asi, la obesidad esta relacionada con la hipertensién arterial y con otros problemas
cardiovasculares como isquemia e insuficiencia cardiaca. En la revision de Messerli en
1982, se expone que los pacientes con obesidad muestran una disminucién de la
contraccion ventricular llevando a la insuficiencia cardiaca congestiva probablemente

debido a una adaptacion cardiaca a la obesidad e hipertension.?®



La obesidad también es uno de los factores de riesgo que deterioran al endotelio vascular,
junto con el tabaco, el estrés y la edad; por lo que es importante el desarrollar la prevencion

para evitar estor factores de riesgo.?®

3.2. LIPOTOXICIDAD

La lipotoxicidad se define como la acumulacién excesiva de triacilgliceroles en tejidos no
adiposos que pueden alterar las funciones normales de las células e incluso inducir muerte
celular. Este crecimiento en la acumulacién de &cidos grasos en la célula provee sustratos
para rutas metabdlicas no oxidativas, en especial la sintesis de ceramidas que llevan a
disfuncion y muerte celular por apoptosis, también denominada muerte celular

programada.*®

El mecanismo por el cual ocurre la lipotoxicidad se esta entendiendo recientemente. Por un
lado, el consumo elevado de energia genera resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, la
cual aumenta la actividad de los factores de transcripcion que estimulan la lipogénesis,
como la proteina de union a elementos de respuesta a esteroles 1 (SREBP-1 por sus siglas
en ingles).3* Esto incrementa la sintesis y acumulacion de lipidos en los tejidos,

principalmente triacilgliceroles.

Por otro lado, con el desarrollo de obesidad, incrementa el ndimero de adipocitos
disfuncionales, los cuales se caracterizan por liberar un exceso de acidos grasos a la
circulacion, que son transportados al interior de tejidos no adiposos, contribuyendo a la

excesiva acumulacion de lipidos en la obesidad.®?

La lipotoxicidad se presenta en el higado, musculo esquelético, islotes pancreaticos y
miocardio donde se ha observado incremento en el contenido de ceramidas. Altos niveles
de estos productos metabdlicos se cree causan las complicaciones comunes de la obesidad,
como son resistencia a la insulina, enfermedad cardiaca y diabetes por interrumpir la

funcion celular y finalmente promueven la muerte programada (lipoaptosis). 3



Para aprender el mecanismo de lipotoxicidad, es importante conocer como ocurre la
lipogénesis y algunos factores de trascripcion involucrados como SREBPs, SPT,

PPARa [y TNFa.

3.3. PROTEINAS DE UNION A ELEMENTOS REGULATORIOS DE
ESTEROLES (SREBPs)

Los nutrimentos dietarios pueden actuar en muchas ocasiones como reguladores de la
expresion génica, actuando sobre la transcripcion, procesamiento, estabilidad y traduccion
del RNAm. Estos nutrimentos incluyen a la glucosa, &cidos grasos, colesterol,
aminoéacidos, algunos minerales y vitaminas. Los efectos de los nutrimentos sobre la
expresion génica pueden ser directos, es decir, mediados por el nutrimento o indirectos
donde el consumo de nutrimentos genera un estado hormonal especifico, el cual puede
regular la expresion de ciertos genes. En cualquiera de los dos modos, los nutrimentos
necesitan activar factores de transcripcion, que son proteinas involucradas en estimular la
actividad de la enzima RNA polimerasa para que pueda transcribir genes especificos.** El

factor de transcripcion que regula los genes de la sintesis de lipidos son los SREBPS.
3.3. a. FAMILIAS DE SREBPs

Existen 3 familias de SREBPs: SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2 que constan de un
extremo NH> terminal (480 aa) que permite que estas proteinas funcionen como factores
transcripcionales; una regién hidrofébica (80 aa) y un dominio regulatorio COOH terminal
(590 aa) Fig. 2.%

NH COOH

citosol %

Reticulo 9
SREB -la SREB -1c SREB -2




Figura 2. Isoformas de las SREBP constan de un extremo terminal NH., una region hidrofébica
y un dominio regulatorio COOH terminal.

Estas proteinas se localizan en el reticulo endoplasmico, y cuando se requiere el
incremento de la transcripcién de genes de la sintesis de acidos grasos o colesterol, la
region amino terminal de la proteina se escinde, y esta viaja hacia el nucleo de las células
para que se pueda unir a los elementos de respuesta localizados en la region promotora de

los genes involucrados en la sintesis de acidos grasos o colesterol.®

Las formas SREBP-1a y SREBP-1c se involucran en la activacion de los genes de las
enzimas que regulan la sintesis de acidos grasos, y la de SREBP-2 esta relacionada con los
genes de las enzimas de la via de sintesis de colesterol.%’

En el caso de la lipotoxicidad, lo que se estimula es la sintesis de acidos grasos, por lo que
la isoforma importante de SREBP en este mecanismo es la SREBP-1. Dentro de los genes
blanco que activa este factor de transcripcion se encuentran: la sintetasa de acidos grasos

(FAS) y la acetil CoA carboxilasa (ACC). 8

Por lo tanto, el prevenir la activacion del factor de transcripcion SREBP-1 puede disminuir
la lipogénesis, y de esta manera la lipotoxicidad.

3.4  SERINA PALMITOIL TRANSFERASA (SPT)

Una de las funciones mas interesantes de los lipidos en contexto de la biologia celular es la

capacidad de regular diversos procesos, los esfingolipidos son elementos clave en la

10



regulacion de varios procesos celulares como en la apoptosis.®® Entre los principales
esfingolipidos bioactivos se encuentra la ceramida que activa rutas encaminadas a producir

muerte celular.*®

Serina Palmitoil Transfrasa (SPT) es una enzima clave para la regulacién de sintesis de
ceramidas, que se encarga de catalizar la condensacion de Serina y Palmitoil-CoA
formando 3-ketosfinganina que es un precursor para la formacion de ceramidas, como se
muestra en la Figura 3.** De tal modo, los integrantes clave de esta sintesis serian la
cantidad de palmitato extracelular disponible, serina palmitoil transferasa (SPT) y

ceramidasa.*?
El aumento de la disponibilidad de palmitato extracelular conduce a una acumulacion de

ceramidas en los cardiomiocitos. Estudios han sugerido que dicha acumulacién juega un

papel importante en la patogénesis de cardiomiopatia lipotoxica.*®

11
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3.5, RECEPTORES ACTIVADOS POR PROLIFERADORES
DE PEROXISOMAS (PPARS)

Los PPARs son factores de transcripcion que son activados por la union de ligandos
especificos provenientes del exterior de la célula y que regulan la transcripcion de genes

involucrados en el metabolismo de lipidos.*

Existen 3 sub-tipos de PPARs, los PPARa, PPARS y PPARYy; todos ellos se han
encontrado en corazén pero PPARa es bien conocido como regulador del metabolismo de
lipidos en este drgano ya que la principal fuente de energia en el miocardio proviene de la

oxidacion de acidos grasos y la subsiguiente produccion de ATP mitocondrial.*®

Por lo tanto, la activacion de PPARq incrementa la oxidacion de &cidos grasos en
corazén.*’ Como se ha mencionado, PPARa actlia compensando el exceso de acidos
grasos induciendo la expresion de enzimas oxidativas: carnitina palmitoil transferasa

(CPT-1), acil CoA oxidasa (ACO) y UCP-2, disipando la energia no utilizada como calor.

Para que este mecanismo se lleve adecuadamente se necesita tener a la leptina y su
receptor funcionando adecuadamente, de lo contrario no se activa la expresion de PPARa.
sino PPARA el cual aumenta la regulaciéon de enzimas lipogénicas ACC y FAS causando
acumulacién ectopica de triacilgliceroles e incrementando el metabolismo no-oxidativo y

finalmente debido a sus productos una lipoapoptosis.*®

Finck et al en el 2003, encontraron que PPARa juega un papel importante en la
lipotoxicidad y cardiomiopatia diabética ya que estudios realizados han demostrado que
altos grados de oxidacion de acidos grasos debido a una sobreexpresion de PPARa podria

inducir disfuncién cardiaca.*®
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Estudios en animales transgénicos muestran también, que la sobreexpresion de PPARa
esta asociada con una acumulacion en miocardio de triacilgliceroles y esta relacionado con
la modulacion de ceramidas debida a una alimentacion alta en grasas, acelera la oxidacion
de acidos grasos lo que podria causar hipertrofia y dilatacion del ventriculo izquierdo y

eventualmente disfuncién contractil .50 1

Por otro lado, se ha revelado que PPARa actla directamente sobre los promotores de los
genes que codifican para las proteinas inflamatorias al modular la expresion de citocinas

pro inflamatorias como TNF-q.3

3.6. SOYA (Glycine max)

La soya es una leguminosa cultivada originalmente en China donde por méas de 4000 afios
constituy6 un alimento fundamental en la dieta.
La proteina de soya ha llegado a ser considerada como una alternativa para el tratamiento

de muchas enfermedades cronicas no transmisibles.53°4°5:56

3.6.a. CONTENIDO NUTRIMENTAL

La proteina de soya es una proteina de origen vegetal con un perfil de aminoacidos que
cumple con los requerimientos en humanos y en ratas.>’ La soya contiene por cada 100 g

Proteina 38 g, Lipidos 18 g, Hidratos de Carbono 15 g, Fibra 15 g, Cenizas 14 gramos,
Acido fitico 1.00-1.47 g, Saponinas 0.22 —0.33 g y Isoflavonas 1200- 4200 pg (Fig.4).55°
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Figura 4. Composicion de la soya. El frijol de soya tiene un alto contenido de proteina en

comparacion con la mayoria de otras legumbres.

El frijol de soya tiene un menor contenido de grasas saturadas y colesterol en comparacion
con la proteina de origen animal. Por otra parte, la soya contiene isoflavonas, compuestos
de relevancia por su similitud estructural a los estrogenos y son los compuestos a los que se
les ha atribuido la responsabilidad de los efectos benéficos que tiene la soya en la salud.
Las tres principales isoflavonas del frijol de soya son la genisteina, daidzeina y la

gliciteina.

Para la mayoria de los trabajos donde se han estudiado sus propiedades benéficas se han
utilizado aislados de proteina de soya cuya pureza es mayor del 90%.%° La mayoria del
contenido de las proteinas que forman el aislado de la proteina de soya son B-conglicinina
y gliciteina. Por otro lado, se ha establecido que si se corrige por su digestibilidad la
calificacion quimica de esta proteina se ha calculado ser de 1, lo cual la hace comparable a

la proteina de la leche.
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3.6. b. BENEFICIOS DE LA SOYA

La proteina de soya ha llegado a ser considerada como una alternativa para el tratamiento

de muchas enfermedades cronicas no transmisibles.1:62.63

Diversos estudios indican que el consumo diario de 25 g de proteina de soya tiene un
efecto hipocolesterolémico en humanos y animales de experimentacion. Segun la Food and
Drug Administration (FDA) se deben consumir 25 g por dia de soya para disminuir el
riessgo de enfermedades cardiovasculares.®* Estudios reportan una disminucion
significativa en la concentracion de colesterol LDL (aumenta actividad en el receptor LDL
causando aumento en la remocién de colesterol en la sangre disminuyendo su

concentracion sérica.) y un aumento significativo del colesterol HDL.%%

Se ha demostrado por diversos estudios que el consumo de proteina de soya disminuye las
concentraciones de colesterol total en un 9.3%, colesterol LDL en un 12.9%,
triacilglicéridos (TG) en un 10.5% e incrementa el colesterol HDL en un 2.4% en sujetos

con hipercolesterolemia moderada y severa.®’®

Se ha estimado que la soya mejora la respuesta de dilatacion de las arterias, ain cuando
exista placa de ateromas, mejora la funcién de los vasos sanguineos, previniendo la

formacion de coagulos y reduciendo la incidencia de enfermedades del corazén.

Por otro lado, el frijol de soya y sus derivados contienen cantidades significantes de
fitoestrogenos dentro de los cuales los mas abundantes son las isoflavonas: genisteina y
dadzeina.%® Algunos estudios han mostrado que las isoflavonas derivadas de la soya
pueden tener un efecto en la prevencién de aterosclerosis y osteoporosis, sin embargo, mas
investigacion es necesaria aun.”®* También, la proteina de soya reduce la proteinuria en

modelos de dafio renal como ocurre durante el sindrome nefrético.”
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

México ocupa el segundo lugar de obesos a nivel mundial, mas del 50% de su poblacion
adulta y casi un tercio de nifios y nifias tiene sobrepeso y obesidad.”®"* El patron de
esteatosis caracteristico en la obesidad induce fallo en el corazén causando una
cardiomiopatia directa debido a la acumulacion de productos del metabolismo de lipidos
como ceramidas que interfieren con la sefalizacion de rutas intracelulares y finalmente

muerte celular causada por dicha lipotoxicidad.'®

Las consecuencias de la obesidad mas comunes son el desarrollo de resistencia a la
insulina, hipertension, diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares.” Estas Gltimas
representan un porcentaje importante de las causas de morbimortalidad en nuestro pais, por
lo que el desarrollo de terapias nutricias para la prevencion y el control de estas
alteraciones es fundamental.”® La proteina de soya puede ser una alternativa
especificamente en la prevencion de la lipotoxicidad en el corazon asociada con la
obesidad. "

La mortalidad debida a problemas cardiovasculares aumenta en forma dramatica a partir de
un IMC mayor de 25, pues es considerado ya un problema de sobrepeso que regularmente

progresa a obesidad.”’

No existe evidencia experimental de que el consumo de la proteina de soya previene la
acumulacién de lipidos en el corazon, lo que evitaria el desarrollo de lipotoxicidad
cardiaca. Por ello, es necesario primeramente conocer si esta proteina es capaz de reducir
la acumulacion de lipidos en el corazon ademaés de entender cual es el posible mecanismo
molecular a través del cual pueda ejercer este efecto protector. Es fundamental determinar
si la proteina de soya tiene algin efecto protector sobre la lipotoxicidad del corazén en

ratas con obesidad inducida por la dieta.
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5. JUSTIFICACION

Entre las enfermedades de mayor prevalencia en México y el mundo, la obesidad es una
de las més importantes debido a las complicaciones metabdlicas que conlleva esta
enfermedad a causa de una acumulacién excesiva de grasa en tejidos no adiposos
ocasionando sindrome metabolico.”® Una de estas alteraciones metabdlicas y de gran
importancia se observa en el corazén, la lipotoxicidad causa dafio en los miocitos ya que
pierden su funcion y causan cardiomiopatia.” Este entendimiento del posible mecanismo
de la lipotoxicidad en el corazon y su posible prevencion con el uso de la proteina de soya

seria de gran impacto en nuestra poblacion.

Siendo los nutrimentos, en muchas ocasiones, reguladores de la expresion de cierto genes
involucrados con la sintesis u oxidacion de lipidos en la fisiopatologia de la obesidad, y
como se ha visto con recientes investigaciones en otros 6rganos, es importante conocer, Si
la proteina de soya tiene algin efecto protector sobre la acumulacion de triacilgliceroles en
el corazén a pesar de una obesidad inducida por la dieta, y asi proponer su consumo para la
prevencion de disfunciones cardiacas como resultado de las alteraciones metabdlicas que

ocurren en la obesidad.8%8!

Se ha estudiado que algunos nutrimentos especificos en la dieta tienen este efecto. Uno de
ellos es la proteina de soya, pues se ha determinado al menos en el higado que su consumo
reduce la expresion de SREBP-1 y de esta manera la lipogénesis reduciendo la formacién
de higado graso.®? Es por lo tanto importante el entender cuales son las caracteristicas
nutrimentales de la soya y cuales han sido sus beneficios a la salud que se le han atribuido.

Si existe este efecto, esto podria reducir la lipotoxicidad en el corazon (lipoapoptosis),
evitando la muerte de los miocitos lo que conllevaria a una disminucion de la aparicion de
enfermedades cardiacas. Por lo que en la presente investigacion fue fundamental
determinar si la proteina de soya tiene algin efecto protector sobre la lipotoxicidad del
corazén en ratas con obesidad inducida por la dieta.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la proteina de soya sobre la lipotoxicidad cardiaca empleando un

modelo de obesidad inducido por la dieta.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar si la proteina de soya dietaria evita la resistencia a la insulina en ratas

alimentadas con una dieta alta en grasa.

* Determinar si la proteina de soya disminuye la acumulacién de lipidos en el

corazén de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa.

* Determinar si la proteina de soya reduce el contenido de ceramidas en corazén en

ratas alimentadas con una dieta alta en grasa.

*  Determinar si la proteina de soya reduce el contenido de RNAm de SREBP-1, SPT-

1y TNF-a en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa.

7. HIPOTESIS

El consumo de la proteina de soya disminuye los efectos lipotdxicos en corazon de ratas

alimentadas con una dieta alta en grasa.
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8. METODOLOGIA

Ratas macho, Sprague Dawley

éf/ de 8 semanas de edad.

Grupo control

Grupo control

Grupo experimental Grupo experimental

SOYA CASEINA SOYA ALTAEN CASEINA ALTA
30% soya 30% caseina GRASA EN GRASA
+ + 30% soya 30% caseina
5% grasa 5% grasa + +

25% grasa 25% grasa

Etapa de induccion de la obesidad. A 1os180 dias de tratamiento con las dietas
correspondientes las ratas se decapitaron para la obtencion de tejidos.

CORAZON SUERO CUERPOS

Histologias Determinacion
Técnica Rojo de Ceramidas
Oleoso Método DGK

Medicion de Determinacion
metabolitos de

(insulina, glucosa, composicion
colesterol y corporal
triglicéridos)

Densitometrias

Electroforesis
de DNA

Extraccion
de RNA

PCR Tiempo Real
Expresion de genes

Escaleramiento

SPT-1 rarn
SREBP-1 como indicador
PPARG. de apoptosis

TNFa

Figura 5. Esquema de la Metodologia
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8.1. a. SELECCION DE LA MUESTRA

Criterios de inclusion: Ratas macho Sprague-Dawley procedentes de Harlan México, de

8 semanas de edad.

Criterios de exclusion: Las ratas con caracteristicas mencionadas no entraron al estudio
en caso de estar enfermas en apariencia. Las ratas que bajen de peso sin explicacion

alguna.

Disefio experimental: Las ratas se mantuvieron en jaulas individuales de acero inoxidable,
con ciclos de luz-oscuridad de 12 h, con temperatura y humedad controladas. A los cuatro
grupos se les permitio la ingestion de la dieta y de agua ad libitum por un periodo de 180

dias.
Las ratas se dividieron en cuatro grupos. De la siguiente manera.
» Grupos control
—14 ratas: proteina de soya al 30% +5 % grasa
—14 ratas: caseina al 30% + 5% grasa
» Grupos experimentales

—14 ratas: proteina de soya al 30% + 25% grasa

—14 ratas: caseina al 30% + 25% grasa
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8.1. b. PREPARACION DE DIETAS

Las dietas estuvieron compuestas en porcentaje de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 1. Contenido de la dieta control y experimental

% Caseina | Soya Caseina Alta en Soya Alta en
grasa grasa
Proteina de soya (86% pureza)* - 30 - 30
Caseina (90.6% de pureza)® 30 - 30 -
Aceite de maiz 5 5 5 5
Manteca de cerdo - - 20 20
Mezcla de minerales® 5 5 5 5
Mezcla de vitaminas* 1 1 1 1
Citrato de colina 0.165 | 0.165 0.165 0.165
Dextrosa anhidra 29.41 | 29.41 19.41 19.41
Almidon de maiz 2941 | 29.41 19.41 19.41

1 Supro 710, Solae, México. Analisys de isoflavonas (mg/g de proteina): genisteina 1.38, dadzeina 0.71,
gliciteina 0.19. Concentracion de amino4cidos de la proteina de soya (g/100g de proteina) alanina 4.1.
arginina 7.5, aspartato 11.9, cisteina 1.3, &cido glutamico 21.5, glicina 4.2, histidina 2.6, isoleucina 4.9,
leucina 8.1, lisina 6.3, metionina 1.3, fenilalanina 5.4, prolina 5.5, serina 5.2, treonina 3.7, triptéfano 1.5,
tirosina 4.0 y valina 4.5.

2 Caseina , Harlan Tekland research diets. Concentracién de aminoacidos de la caseina (g/100g de proteina)
alanina 2.8, arginina 3.4, aspartato 6.3, cisteina 0.3, acido glutamico 20.5, glicina 1.6, histidina 2.5,
isoleucina 4.7, leucina 8.2, lisina 7.2, metionina 1.9, fenilalanina 4.4, prolina 9.5, serina 5.0, treonina 3.8,
triptéfano 1.6, tirosina 4.7 y valina 6.0

3 Rogers-Harper, Harlan Teklad research diets

4 AIN-93-VX, Harlan Teklad research diets

8.1. c. OBTENCION DE TEJIDOS

El dia 180 las ratas se anestesiaron con CO> para luego ser decapitadas, se obtuvo suero en
tubos con gel separador y corazon. Estos se lavaron con solucion salina, se congelaron en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C hasta el momento que se realizaron las

técnicas.
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8.2. DETERMINACION DE METABOLITOS EN SUERO

La concentracion de insulina, se determind por radioinmunoensayo (Linco Research
immunoassay, St. Charles, MO, EUA). La concentracion de colesterol, TG y glucosa se
determind por ensayos enzimatico-colorimétricos (DiaSys Diagnostic Systems GMBH,
Holzheim, Alemania)

8.3. HISTOLOGIAS.

Se dividié el corazon con un corte sagital, una parte fue almacenada a -70°C y la otra
embebida con Tissue —Tek sobre un trozo de papel aluminio para ser cortado en frio con el
criostato. El corte fue colocado en portaobjetos, y se almaceno en ultracongelador hasta el

momento de la tincién.

La tincidn se hizo mediante la técnica de Rojo Oleoso siguiendo la siguiente secuencia:
*  Formalina-10 min
* Propilenglicol 100%-10 min
* Rojo oleoso-10 min
*  Propilenglicol 85%-10 min
*  Agua-10 min

* Hematoxicilina-10 min

Se montd en gelatina glicerinada y se coloc6 un cubreobjetos. Se observo por microscopio

y se tomaron fotografias para cuantificar la acumulacion de grasa.®*

8.4. ANALISIS DE CONTENIDO DE RNA mensajero POR PCR- Tiempo Real

Esta técnica se emplea para el analisis de RNA mensajero (RNAm) con el fin de estudiar la
expresion de un gen especifico. Se determind la expresion génica de SREBP-1, SPT1,

PPARa y TNFo en corazon.

Extraccién de RNA total con Tiocianato de Guanidina y Cloruro de Cesio
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El RNA total de corazon se aislé por el método de Chomczynski y Sacchi de la siguiente
manera: se homogenizaron 500 mg de tejido congelado en 8 ml de solucién de tiocianato
de guanidina/p-mercaptoetanol, se agregaron 400uL de N-laurilsarcosina 10% y centrifugo
por 15 min, 18°C, 14000 rpm. El sobrenadante se transfirio a un tubo de polialomero con 4
ml de cloruro de cesio y sometio a ultracentrifugacion por 18 hrs, 18°C, 29000 rpm. La
pastilla de RNA se resuspendio en 100 uL de agua estéril y se cuantifico 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. EIl analisis del contenido de
MRNA se realizd 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 éptima de RNA en la reaccion. Se utilizaron concentraciones de

3000 ng, 300 ng, 30 ng y 3 ng. Para todos los genes se utilizé la concentracion de 300 ng.

La reaccidn se llevé 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 determind el ciclo al corte (Ct) y se determind el valor de expresion. Los
valores obtenidos fueron normalizados dividiéndolos entre el valor de amplificacion de un
gen estructural en cada reaccion. Para el higado se utilizé 18S y para tejido adiposo blanco

y pardo se utiliz6 B-actina como genes estructurales.®88

8.4.a. CUANTIFICACION DE RNA.

El RNA se cuantifica midiendo su absorbancia a 260 nm por espectrofotometria. Se incubd
la muestra de RNA a 65°C por 5 min. En un tubo Eppendorf nuevo libre de DNAsas y
RNAsas se agregaron 4 uL de la muestra de RNA. Se agregaron 996 uL buffer TE pH 7.5.
Se mezclaron ligeramente en vortex y se leyd a 260 nm en celdas de cuarzo.

Finalmente se ajusta el RNA a la cantidad deseada para el corrimiento de la electroforesis.
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8.4. b. ELECTROFORESIS DE RNA

a) Preparacion del gel de agarosa al 1%
Se pesd 1g de agarosa libre de DNAsas y RNAsas y se colocé un matraz de 500 ml. Se
afiadié 74.5 ml de agua-DEPC. Se calentd hasta disolver la agarosa completamente. Se
afiadié 10 ml de MOPS (10X) y 16.49 ml de formaldehido al 40%. Se mezcl6 bien y se
vacio en la cdmara de electroforesis. Se dejé solidificar.

b) Preparacion de las muestras:

Se calentd el RNA a 65°C por 5 min.

Tabla 2. Reactivos para la preparacion de muestras para la electroforesis.

Se agrego a un eppendorf nuevo:

Reactivo Volumen
MOPS (10X) 1.7 uL
Formaldehido (FDH) 2.3 uL
Amortiguador de cargado 2 uL
Bromuro de etidio 2 uL
Formamida Ver nota
RNA (dependiendo de la cantidad deseada) Ver nota

Nota: El volumen de RNA y formamida fue de 11 pL para tener un volumen final de
muestra de 19 pL.
Se mezcld el contenido del tubo en vortex , se dio un spin y se incubd nuevamente a 65°C

por 5 minutos.

c) Cargado y corrimiento del gel.
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Para poder ver la integridad del RNA, se corrié un gel de agarosa. Se afiadio suficiente
MOPS 1x para cubrir el gel. Se colocd el contenido del Eppendorf en cada pozo Se corrid
el gel a 10 V/cm (100 volts) hasta que el colorante de azul de bromofenol migré a 2/3 del

gel (por 2.5 h aproximadamente).

d) Fotografia del gel

Se coloco el gel en el transluminador de luz UV que se encuentra acoplado a una cdmara

fotografica. Se tomo la fotografia en el programa de Kodak en la computadora.

8.5. EXTRACCION DNA

Extraccion de DNA geondémico de corazon para evaluar apoptosis por escaleramiento de
DNA mediante el Kit de extraccion sw DNA ROCHE High Pure Template Preparation
11796828001.

Para iniciar se prepararon las soluciones necesarias para trabajar con este Kit.

Se tomaron 25 a 50 mg de tejido de corazén, se colocaron 40 pL con proteinasa K y 200
pL de buffer de lisis , se mezcld ligeramente y se incub6 por 1 hora a 55°C. Se afiadio 200
pL de buffer de union y se mezcl6 e incub6 a 70°C por 10 min. Se agregaron 100 pL de

isopropanol y se mezclo.

La solucion se filtré en un tubo con filtro y su tubo colector, luego se centrifugd por 1
minuto a 10000 rpm eliminando el liquido y cambiando el tubo colector. Se afiadieron
500ml de buffer removedor inhibidor al tubo con filtro y se centrifugd 1 minuto a 10000
rpm, se elimind el liquido y tubo colector. Se volvié a colocar otro tubo colector al tubo
con filtro ahora con 500 uL de buffer de lavado y se centrifugd por 1 minuto a 10000 rpm.
Se repitid este lavado y finalmente se centrifugd 10 segundos a toda velocidad, se tiro el
tubo colector, pero se puso un tubo de micro centrifuga. Se afiadieron 200 pL de buffer de
elusién previamente calentado a 70°C, se centrifugdé por 1 minuto a 10000 rpm. Asi el

DNA fue transferido al buffer y se almacend a -20°C. para ser corrido en gel.
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8. 5. a. ELECTROFORESIS DE DNA
GEL DE DNA 1.5%
a) Preparacion del gel de agarosa al 1%
Se pesaron 0.525 g de agarosa y se coloco en un matraz de 125 ml. Se afiadieron 35 ml de
TAE IX, se calentd hasta disolver la agarosa completamente. Se agregaron 5 pL de
Bromuro de etidio, se mezcld bien y se vacio en la cdmara de electroforesis. Se dejo
solidificar.

b) Preparacion de las muestras:

Tabla 3. Reactivos para la preparacién de muestras para la electroforesis.

Muestras Marcador
4 UL TAE IX 4 UL TAE IX
2 UL Loading buffer 2 UL Loading buffer
5 pL producto PCR 2.5 uL marcador

c) Cargado y corrimiento del gel.

Se afadio suficiente TAE IX para cubrir el gel. Se colocé el contenido del Eppendorf en

cada pozo Se corri6 el gel a 9 VV/cm (90volts) por 45 minutos.

d) Fotografia del gel

Se colocd el gel en el transluminador de luz UV que se encuentra acoplado a una camara

fotografica. Se tomo la fotografia en el programa de Kodak en la computadora.
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8.6. EXTRACCION DE LIPIDOS Y DETERMINACION DE TG Y CHOL

Se realizé la determinacion en suero de colesterol y triacilglicéridos por método enzimatico
el kit SERA-PAK de Bayer.

La extraccion de lipidos totales se realiz6 por el Método de Folch tomando 250 mg de
tejido que fue homogeneizado en un tubo esmerilado con 5ml de una solucion preparada de
cloroformo/metanol (2:1).8 Se verti6 en un tubo corex, se le afiadio 1ml de agua y se tapo
con aluminio para mezclar ligeramente en el vortex. Se centrifugd a 2400 rpm por 15
minutos a 20 grados C. Terminando este proceso se elimind la fase superior y se coloco
1ml de solucion en tubo Eppendorf y se coloco sobre una gradilla en la campana de
extraccion para permitir su evaporacion lo que permitié obtener una pastilla que fue
resuspendida en isopropanol/triton 10%. Esta muestra sirvié para realizar las mediciones

de colesterol y triacilgliceroles en un espectofotémetro.

8.7. DETERMINACION DE CERAMIDAS POR EL METODO DIACIL
GLICEROL CINASA (DGK)

El tejido se homogeneizé en solucion de cloroformo/metanol /agua, se adicion6 agua y se
centrifug6 para separa las fases. Luego de esto se trasfirid la fase inferior a otro tubo para
ser evaporados con nitrégeno. Cuando se obtuvo el pellet, se resuspendié en micelas y se le
agregd la enzima y el ATP marcado radiactivamente y se dejé incubar por media hora a
28°C ,se le adicion6 500 pL de cloroformo y 300 pL de agua para volver a centrifugar.
Una vez separadas las fases se evapord nuevamente y los lipidos restantes se
resuspendieron en 20 puL de cloroformo para poder cargarlos a la placa de silica y se
dejaron correr por una hora. Todo esto con el debido cuidado que mereci6 trabajar con
radioactividad. Luego que ha corrido se coloco en una placa para revelarlo y asi tomarle las
fotos para obtener nuestra imagen y poder identificar los lipidos y por medio de la

densitometria observar las diferencias entre cada grupo. (Figura 6).%
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Determinacion de ceramidas por el método de la DAGK

Homogenizar 90

mg de tejido en Aareaar 1 ml de 1 r Succionar
Cloroformo Cloroformo y g:::gg;)%?ar fase Evaporar con
Metanol/Nacl m TmideNacl 1M fases orgénica nitrogeno
Correr 1 horaen
placade silica
Resuspender, Agregar500 ulde  Centrifugar
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Figura 6. Método para determinar ceramidas utilizando la enzima Diacilglicerol cinasa (DGK)
y cromatografia en capa fina

8.7.a. DENSITOMETRIAS

Una vez que se obtuvo la imagen, con ayuda de un programa podremos determinar las

diferencias de ceramidas en cada uno de nuestros grupos.

8.8. COMPOSICION CORPORAL

A las ratas se les retird la piel y visceras conservando el tejido adiposo. Se molieron con 3
volimenes 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.8%%

29



8.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron evaluados por analisis de varianza de 2 vias (ANOVA), con el tiempo y
los grupos como variables independientes. Para evaluar si las diferencias entre los grupos
fueron significativas, se realizd prueba protegida de la diferencia de los cuadrados minimos
de Fisher, usando el programa StatView para Macintosh. El nivel de significancia se

considero con una p>0.05.

9. RESULTADOS

Ganancia de peso y consumo de alimento. Como se observa en la Fig. 7 A, la ganancia de
peso de los 4 grupos experimentales no tuvo una diferencia significativa en los primeros 40
dias de estudio. Los resultados del presente trabajo indican que con un 30% de proteina en
la dieta, ya sea de origen animal como la caseina, o de origen vegetal como la soya, cubre
los requerimientos de aminoacidos en esta etapa. De manera interesante, en la etapa final
del estudio, que fue de 180 dias, se muestra que los diferentes grupos experimentales
presentaron diferencias significativas en su peso final. EI grupo alimentado con proteina de
soya con un contenido normal de grasa tuvo una menor ganancia de peso que aquellos
alimentados con dieta que contenia caseina con un contenido normal de grasa. Asi mismo
aquellos grupos alimentados con proteina de soya alta en grasa tuvieron una menor

ganancia de peso que aquellos alimentados con dieta de caseina alta en grasa (p< 0.05).

La diferencia que se observo en el peso corporal de los animales no se debié a una
diferencia en el consumo de energia. La cantidad de alimento consumido por los grupos
controles de caseina y soya fue mayor al de los grupos de caseina alta en grasa y soya alta
en grasa sin embargo cuando se graficaron los datos en funcion de la ingestion de energia
no se observd ninguna diferencia estadistica entre los cuatro grupos experimentales, lo que
indico que las diferencias en la ganancia de peso entre los cuatro grupos no fueron debidas
a una diferencia en el consumo de energia (Fig.7 B). Estos resultados indican que el tipo de
proteina ejercio un efecto sobre la ganancia de peso.
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Figura 7. Ganancia de peso y consumo de alimento de las ratas Sprague Dawley mostrado en
gramos de los grupos, caseina (circulo negro), soya (circulo blanco), caseina grasa (cuadro negro) y
soya (cuadro blanco), registrado hasta los 180 dias de tratamiento. Las letras indican las diferencias

significativas entre cada grupo (p<0.05)
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Contenido de proteina y grasa corporal. Para evaluar si la diferencia en peso se debié a un
cambio en el contenido de grasa o de masa magra, se estudio la composicién corporal de
los animales de los cuatro grupos. Encontramos que el contenido de proteina corporal
(masa magra) fue igual en los cuatro grupos (Fig. 8A), mientras que los animales que
consumieron la dieta de caseina alta en grasa tuvieron un mayor contenido de grasa

corporal que el resto de los grupos (Fig. 8B).

Proteina corporal
(mg/g carcasa)

CAS SOY CAS-AG SOY-AG
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Figura 8. Contenido de proteina y grasa corporal. Los valores de cada grupo se muestran en
mg/g de carcasa. En el panel B, las letras indican diferencias significativas en cada uno de los

grupos.

Parametros Bioquimicos. Para caracterizar las variaciones bioguimicas en los grupos
alimentados con dietas control y aquellos alimentados con las dietas que contenian una alta
concentracion de grasa, se determind en el suero la concentracion de glucosa, insulina,
colesterol vy triacilgliceroles. Como era de esperarse aquellos animales que consumieron
una dieta de caseina alta en grasa, que fueron los que desarrollaron un mayor acumulo de
grasa corporal, presentaron glucemias significativamente mayores que las de los demaés
grupos. En este grupo las glucemias fueron de alrededor de 130 mg/dl (Fig. 9A). De
manera interesante, ambos grupos alimentados con dieta alta en grasa presentaron un
mayor contenido de insulina en suero, indicando que el tipo de proteina no modifica la
concentracion de insulina en ratas alimentadas con dieta alta en grasa (Fig. 9B) De manera
interesante, los grupos alimentados con caseina tuvieron una mayor concentracion de

colesterol (Fig. 9C) y de triacilgliceroles séricos (Fig. 9D).
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O

Insulina en suero
(ng/ml)

CAS SOY CAS-AG SOY-AG

O

Triglicéridos en suero

CAS SOY CAS-AG SOY-AG

Figura 9. Glucosa, insulina, colesterol y triacilgliceroles en suero. Los valores representan la
media + del error estandar que se tomaron a los 0, 90 y 180 dias del tratamiento. Las letras indican

diferencias significativas entre los grupos (p<0.05) a>b>c.
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Contenido de lipidos en el corazon. El consumo de una dieta alta en grasa incrementa la
acumulacién de lipidos en el corazén, lo cual puede alterar su funcién contractil y generar
arritmia cardiaca y enfermedad cardiovascular. La tincion con rojo oleoso nos permite
observar la cantidad de grasa acumulada en el tejido. En nuestros cortes de tejido cardiaco
comparamos los cuatro grupos y observamos que ambos grupos que fueron alimentados
con caseina, presentan una coloracion mas intensa en comparacién de los grupos
alimentados con soya. (Fig. 10C). Para cuantificar el contenido de lipidos en el corazén de
los distintos grupos se realizd una extraccion de lipidos y cuantificacion de colesterol y
triacilgliceroles (Fig. 10A y B). Pudimos observar diferencias a simple vista cuando
comparamos los grupos del estudio, panel caseina (CAS) con panel de soya (SOY),
encontrando mayor color en el grupo de caseina. Si comparamos los grupos que
consumieron una dieta alta en grasa podemos observar mayores diferencias en la
intensidad de color. Con estos resultados se puede deducir, que los grupos que fueron
alimentados con soya, muestran un efecto protector evitando la acumulacion de grasa o

lipotoxicidad en el corazon.

A

N
N O

-
4

(mg/g de tejido)

CAS SOY CAS-AG SOY-AG

Comtenido de colesterol en corazon
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Contenid de triglicéridos en corazén
(mg/g de tejido)

CAS SOY

CAS-AG CAS-AG

Figura 10. Tincién de corazén con Rojo Oleoso, contenido de colesterol (A) y triacilgliceroles
(B). Grupo de caseina (CAS), Grupo de Soya (SOY), Grupo de caseina con grasa (CAS-HF) y

Grupo de soya con grasa (SOY-HF). Se puede observar que en ambos grupos de caseina la

intensidad del color rojo es mayor comparado con los de soya (C).
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Sintesis y oxidacion de lipidos en el corazon. La determinacién de la concentracion del
ARNmM es el resultado de la actividad transcripcional de un gen, y la velocidad de
degradacion del ARNm, lo que se traduce en una concentracion de un mensaje en estado
estacionario. Para evaluar procesos metabolicos dificiles de medir directamente como la
tasa de oxidacion y sintesis de lipidos, se puede determinar la expresion de los factores que
controlan esos procesos. En el presente estudio, para evaluar la tasa de oxidacién de acidos
grasos, se determind la expresion de PPARa, que es un factor de transcripcion importante
para la expresion de enzimas de la oxidacion de lipidos en el corazon. Como se puede
observar en la figura 11A, la expresion de PPARa fue mayor en el corazdn de los animales
alimentados con proteina de soya, indicando una mayor oxidacién de lipidos en el corazon.
Por otro lado, para evaluar la sintesis y acumulacion de lipidos dentro del corazon, se
determiné la expresion génica de SREBPL. Este factor de transcripcion regula la expresion
de las enzimas de captura y esterificacion de lipidos en triacilgliceroles. Como se muestra
en la Fig. 11B, el gen de SREBP-1 se expresd6 mas en el corazén de los animales
alimentados con la dieta de caseina alta en grasa. Esto indica, que el consumo de esta dieta

estimula la lipogénesis y por tanto promueve la lipotoxicidad en las células cardiacas.
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Figura 11. Expresion génica de PPARa y de SREBP-1 en corazon de ratas Sprague Dawley, un
modelo de obesidad inducida por la dieta. A) La expresion de PPARa fue significativamente
mayor en el grupos de soya (SOY) y soya alta en grasa (SOY-AG) indicando que hay mayor
oxidacion de acidos grasos. B) Observamos una sobreexpresion de SREBP1 en el grupo caseina
alta en grasa (CAS-AGGQG) indicando que hay mayor lipogénesis lo que nos hace suponer que la

proteina de soya protege la sintesis de lipidos aun con el contenido de grasa.

Contenido de ceramidas en el corazon. La acumulacion de lipidos en el corazon puede
provocar alteraciones funcionales como arritmias, cardiomiopatia dilatada y otras
cardiopatias asociadas a la obesidad. Un mediador importante en el dafio celular inducido
por lipidos son las ceramidas. Para evaluar el contenido de ceramidas en el corazén de los
animales de los diferentes grupos, se determind su contenido por medio de una reaccion
enzimatica que marca las ceramidas con radioactividad y una separacion por cromatografia
en capa fina. Este método utiliza la enzima Diacilglicerol cinasa (DGK) Fig. 6. En esta
tecnologia las ceramidas que se marcan in vitro radioactivamente con 2P y posteriormente

se identifican al compararlas con un estandar que se usa en la cromatografia.
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Como se esperaba, los animales alimentados con caseina mostraron una mayor
concentracion de ceramidas en comparacion con aquellos animales alimentados con soya,
y esto se asocio con el contenido de lipidos cardiacos. (Fig. 12) Al realizar el anélisis
densitométrico de las placas autoradiograficas de las cromatografias de las ceramidas se
mostrd que el grupo de animales alimentados con caseina presentaba un 40% de aumento

de la concentracion de ceramidas con respecto a las alimentadas con soya.
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Figura 12. Contenido de ceramidas en corazon de ratas Sprague Dawley alimentadas

con dieta control con caseina y soya y dietas altas en grasa con caseina y soya.

Sintesis de ceramidas y estatus inflamatorio del corazdon. Para evaluar la sintesis
enddgena de ceramidas en el corazon se determiné la expresion de la enzima SPT-1, que es
la primera enzima en la ruta de sintesis de ceramidas a partir de acidos grasos. Como se
puede ver en la fig. 13A, el contenido de SPT-1 fue menor en el corazon de los animales
alimentados con la dieta alta en grasa con soya respecto a aquellos alimentados con la dieta
de caseina alta en grasa. Estos resultados concuerdan con el contenido de ceramidas

hallado en el corazon.
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Las ceramidas generan un estado de inflamacion agudo ya que pueden aumentar la
produccion de la citosina inflamatoria TNFo. Para evaluar la produccion de TNFa en el
corazén se determind la concentracion de RNAm por PCR en tiempo real. Como se puede
ver en la figura 13B, el contenido de TNFo en corazon se asocié con el contenido de

ceramidas.
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Figura 13. Expresion génica de SPT1y TNFa en corazon de ratas Sprague Dawley alimentadas

con dieta control con caseina y soya y dietas altas en grasa con caseina y soya.

Escaleramiento de DNA. Siendo este un indicador de apoptosis, se evalué la integridad del
corazén en los cuatro distintos grupos. Primero se determind en una muestra control donde
se indujo muerte celular a células HepG2 con thapsigargina que es un inductor de
apoptosis en distintas concentraciones (Fig. 14).

Se observa en este control el clasico escaleramiento en las células HepG2, por lo que se
analizaron las muestras de ADN obtenidos de los corazones de los diferentes grupos
tratados. Sin embargo, los resultados mostraron integridad del ADN de las muestras de
corazén lo que indica que no se presenta en estos animales un proceso activo de muerte
celular (Fig. 15). Estos resultados indican que en este modelo de obesidad inducida por
dieta, el acumulo de lipidos en el corazon no promueve la apoptosis, pero si anormalidades

en la concentracion de lipidos en este drgano.
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Figurald. Induccién de Apoptosis a células HepG2 con Thapsigargina con diferentes
concentraciones. T1, T2 y T3 tuvieron diferentes concentraciones 5, 10 y 20 pL
respectivamente. Al verse el escaleramiento mas claro, se tomo T2 para ser corrido junto

con el DNA de los corazones.
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Figura 15. Se muestra la integridad del ADN de los corazones en comparacién con las
células HepG2 con induccion a apoptosis. Se puede pensar que el dafio de los corazones no

es tan intenso como para mostrar escaleramiento en su DNA como el que observamos con

T2.
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10. DISCUSION

Estudios recientes realizados en el Departamento de Fisiologia de la Nutricion del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion han demostrado que la soya tiene un efecto
sobre el metabolismo de lipidos, reduciendo la acumulacion de lipidos en el higado y tejido
adiposo de ratas obesas.®! Esto sugirié que una dieta alta en proteina de soya prevendria la

aparicion de alteraciones en la funcion cardiaca en la obesidad.

Estudios en ratas muestran que la alimentacion con proteina de soya permite un
crecimiento similar al de las ratas alimentadas con caseina, que es la proteina patron o
estandar. Esto demuestra que el consumo de soya a concentraciones adecuadas cubre los
requerimientos nutricionales de los animales ademas de los efectos benéficos que se han
sugerido por su consumo.?? Pudimos observar que el consumo de soya en comparacion con
la caseina ejerce efectos en distintos parametros. Al observar el consumo de los 4 grupos,
no encontramos diferencias significativas en cuanto al consumo de energia, pero a pesar de
esto, ya sobre la etapa final del estudio que fue de 180 dias, se observd que el grupo de
soya tuvo menor ganancia de peso en comparacion con el grupo caseina, del mismo modo
el grupo de soya alta en grasa presento menor ganancia de peso que el grupo de caseina

alta en grasa.

La mayor ganancia de peso del grupo de caseina alto en grasa como se observa en la figura
7, se debio exclusivamente a el contenido de grasa corporal, mostrando que el tipo de
proteina podria determinar la acumulacién de grasa ya que el grupo alimentado con soya
alta en grasa se mantuvo similar a los grupos control de soya y caseina sin mostrar un

aumento significativo en ganancia de peso como lo obtuvo el grupo caseina alta en grasa.

En cuanto a los parametros bioguimicos las ratas alimentadas con caseina alta en grasa
presentaron una concentracion de glucosa en suero de 130 mg/dl indicando una
disminucion en la sensibilidad a la insulina en comparacion con el grupo soya alta en grasa
y los grupos control. Los dos grupos alimentados con soya presentaron menor
concentracion de glucosa en sangre al final del estudio. La resistencia la insulina es un

importante factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular asi que los
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resultados del presente trabajo sugieren un posible efecto protector de la proteina de soya

dietaria sobre la resistencia a la insulina en la obesidad.

Estudios en humanos y animales experimentales han demostrado que la ingestion de
proteina de soya reduce el colesterol y triacilgliceroles en suero solo cuando se encuentran
elevados.?>%2 Debido a la obesidad inducida en los grupos experimentales, los animales
alimentados con la dieta de caseina alta en grasa presentan una elevacion en la
concentracion de colesterol y triacilgliceroles caracteristicos de la enfermedad, mientras
que el grupo alimentado con soya presentd una menor concentracién de lipidos circulantes,
aun en aquellos alimentados con dieta alta en grasa. Esto nos permite relacionar el efecto
de la soya sobre la acumulacion de triacilgliceroles y colesterol confirmando estudios

previos donde el consumo de proteina de soya es capaz de evitar la hiperlipidemia.

Para observar la cantidad de grasa en el tejido cardiaco, se hizo un analisis histologico por
medio de la tincién de rojo oleoso que nos permite ver a simple vista de color rojo intenso
los acimulos de grasa. El corazon como ya se menciond no es un 6rgano que acumule
grasa normalmente por lo que no pudimos ver una tincion tan intensa como la que se puede
observar en el higado, sin embargo, a simple vista podemos observar la diferencia en la
coloracion de los grupos alimentados con soya contra los grupos alimentados con caseina
siendo la tincion de este Gltimo grupo mas intensa. Estos resultados en conjunto con los
demas, demuestran que la soya ejerce un efecto protector contra la acumulacion de grasa o
lipotoxicidad en corazon en comparacion con la caseina, esto se observé incluso en el

grupo que consumid la dieta alta en grasa.

Para conocer si la reduccion en el contenido de lipidos en el corazon de las ratas
alimentadas con soya fue debido a un aumento en su oxidacion o una disminucién en su
sintesis, se determind la expresion génica de los factores de transcripcion que controlan
ambas rutas. PPARa es un factor de transcripcion cuya funcion principal en el
metabolismo de lipidos es la de regular la expresion de genes relacionados con su ingreso a
la mitocondria y su oxidacion.®® Un aumento en la expresion de este factor de transcripcion
indica un aumento en la oxidacion de &cidos grasos en la célula.®* La proteina de soya fue

capaz de aumentar la expresion de PPARa en el corazon en ambos grupos, esto indica que
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la reduccidn en el contenido de lipidos en estos grupos puede deberse a un aumento en su

oxidacion.

Por otro lado, SREBP-1 es el factor de transcripcion que controla la sintesis de lipidos. En
el presente estudio se observo que la expresion de SREBP-1 fue significativamente mayor
en el grupo caseina alta en grasa que en cualquiera de los deméas grupos experimentales.
SREBP-1c al estar involucrado con la activacion de los genes de las enzimas que regulan
la sintesis de acidos grasos, indica que el grupo caseina alta en grasa presenta mayor
lipogénesis ocasionando mayor acumulacion de triacilgliceroles en corazon. La soya
posiblemente como se ha observado en otros 6rganos, actia como factor hipolipidémico en
corazén al reducir la expresion del factor transcripcional SREBP-1 y por lo tanto limitar la

expresion de enzimas lipogeénicas.

El primer paso en la sintesis de este esfingolipido esta regulado por la serina-palmitoil
transferasa (SPT-1) que determina la velocidad de la sintesis de ceramidas y nos indica que
tanto se esta utilizando el palmitato como un precursor de estas.® Los resultados sobre la
expresion de este gen en corazén mostraron que el grupo alimentado con caseina alta en
grasa muestra mayor expresiéon de SPT-1 indicando que existe mas sustrato para la
formacion de ceramidas. Este patron, aunque en menor grado lo presentd el grupo control
caseina en comparacion con los dos grupos de soya y mostré mayor expresion de SPT-1.
Se puede decir que el grupo alimentado con soya y soya alta en grasa no refleja
posiblemente cantidades elevadas de palmitato lo que podria representar que la formacion
de ceramidas es baja y esto previene la muerte celular por apoptosis. En los dltimos afios,
se han reportado casos de apoptosis en corazon de personas que presentaron enfermedad
cardiaca sugiriendo que la muerte celular puede contribuir a la perdida del buen

funcionamiento de los cardiomiocitos generando diversas patologias.®®

Para realizar una correlacion entre la expresion de SPT-1 y su actividad en corazdn, se
realizd la determinacion de ceramidas por el método de la diacilglicerol cinasa (DGK)
Fig. 6, para analizar cuantitativamente ceramidas a través de cromatografia de capa fina
(Fig. 12), luego del corrimiento de la placa se le tomé una autoradiografia.®” La finalidad

de esta cromatografia fue la separacion de los componentes lipidicos donde segun su peso
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podemos observar a simple vista por medio de la intensidad de las manchas la cantidad de
ceramidas en corazon. Por medio del andlisis densitométrico realizado a las placas
autoradiografica se observo que el grupo de animales alimentados con caseina alta en grasa
presentaba un 40% de aumento de la concentracion de ceramidas con respecto a las

alimentadas con soya alta en grasa, confirmando los resultados de la expresion génica.

TNFo también presentd una menor expresion en el corazén de las ratas alimentadas con la
dieta de soya alta en grasa. Estos resultados sugieren que el consumo de proteina de soya
en la obesidad puede reducir la sintesis de ceramidas y la inflamacion en cardiomiocitos,

evitando el desarrollo de resistencia a la insulina en el corazon.%%°

Hemos observado que varios parametros en este estudio indican acumulacién de
triacilgliceroles, colesterol e incremento de factores que sugieren que en los grupos con
caseina, especialmente caseina alta en grasa, en comparacion a los alimentados con soya,
muestran alteraciones en el metabolismo de &cidos grasos. Para medir el alcance de estas
alteraciones, se buscO determinar el escaleramiento de DNA miocardial que es un
marcador de apoptosis que describe el proceso por el cual las células dafiadas, en este caso
por la lipotoxicidad en corazon, son eliminadas de forma programada. #>%° Como ya se
menciond, se obtuvo muestra control donde se indujo muerte celular a células HepG2 con
thapsigargina obteniendo una muestra visible de escaleramiento. Al correr las muestras de
los corazones se puede observar la integridad del ADN en comparacion con las células
HepG2 con induccion a apoptosis. Se puede pensar que el dafio de los corazones no es tan

intenso como para mostrar escaleramiento en su DNA como el que observamos con T2.
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11. CONCLUSIONES

En la presente investigacion pudimos comprobar que la alimentacion con proteina de soya
a concentraciones adecuadas cubre los requerimientos nutricionales lo que permitié un
crecimiento similar al de las ratas alimentadas con caseina, que es la proteina patron o
estandar. Los grupos alimentados con soya tuvieron menor ganancia de peso debido a que

presentaron una menor acumulacion de grasa que la de los grupos de caseina.

El tipo de proteina no modificd la concentracion de insulina, sin embargo el grupo
alimentado con la proteina de caseina alta en grasa mostrd glucemias significativamente
mayores, indicando mayor resistencia a la insulina en comparacion con dieta de proteina

de soya alta en grasa.

En cuanto a la expresion de genes en corazon, la proteina de soya aumenta la oxidacion de
acidos grasos a través del incremento de la expresion de PPARaq, y disminuye la sintesis de
lipidos reduciendo la expresion de SREBP-1. Ademas disminuye la sintesis de ceramidas

y la respuesta inflamatoria mediadas por SPT-1 y TNFa respectivamente.

El presente estudio revela que la proteina de soya dietaria en un modelo de obesidad
inducida por la dieta reduce la acumulacion de lipidos en el corazon y evita la formacion
de ceramidas. Esto puede reducir el riesgo a presentar lipotoxicidad lo que protege también
la funcién del miocito al prevenir la apoptosis, evitando complicaciones del sindrome

metabolico.

La dieta con proteina se soya en comparacién con la caseina, mostré una disminucion en
las concentraciones de triacilgliceroles y colesterol, disminucién en factores relacionados
con la lipogénesis y ausencia de indicadores de lipotoxicidad, lo que nos permite deducir
segun nuestra hipotesis, que la proteina de soya tiene un efecto protector sobre la

acumulacién de grasa en el corazon de un modelo de obesidad inducida por la dieta.

Se propone que las personas con alteraciones en el metabolismo de lipidos, debido a una

inadecuada alimentacion que se manifiesta con problemas de peso, integren el consumo de
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soya, como apoyo en su tratamiento o simplemente para prevenir la aparicién de

enfermedades cardiacas, como en este caso se ha descrito, u otras asociadas a la obesidad.

12. PERSPECTIVAS

Se propone el realizar estudios de la funcionalidad cardiaca en los animales que
desarrollaron obesidad inducida por dieta, para conocer como los cambios en lipidos del

corazén pueden impactar al corazon.

Se debe realizar estudios en modelos de animales que desarrollan obesidad espontanea por
alteraciones genéticas donde se magnifiquen las alteraciones en el metabolismo de lipidos

en el corazon.

Se sugiere realizar los estudios de esta investigacion en animales hembra, para comparar
los efectos y el impacto de la proteina de soya debido al diferente metabolismo y carga

hormonal caracteristicos de este sexo.
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