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por escuchar cada problema y dificultad por la que atravesé, aunque no entendiera
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Abreviaturas

ABC

Área bajo la curva.

ACC

Acetil CoA carboxilasa.

AMP

Monofosfato de adenośına .

AMPc

Adenosina 3’,5’ monofosfato ćıclico.

AMPK

Cinasa dependiente de AMP.

ATP

Trifosfato de adenosina.

cDNA

Àcido desoxiribonucléico complementario.

CPT-1

Carnitina palmitoil transferasa 1.

ER Receptor de estrógenos.

E2 Estradiol.

FAS

Ácido graso sintasa.
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FBS

Suero bovino fetal.

GAPDH

Gliceraldeh́ıdo 3-fosfato deshidrogenasa.

GPR30

Receptor acoplado a proitéına G 30.

HS Suero de caballo.

IBMX

3-isobutil 1-metilxantina.

JAK 2

Cinasa de Janus 2.

mRNA

Ácido ribonucléico mensajero.

pAMPK

Cinasa dependiente de AMP fosforilada.

PBS

Solución amortiguadora de fosfatos.

PPAR

δ Receptor activado por proliferadores de peroxixomas δ.

PDE

Fosfodiesterasa.

PGC1α

Coactivador de receptor activado por proliferadores de peroxixomas alfa 1.

qPCR

Reacción en cadena de la polimerasa tiempo real.

RT-PCR

Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa.
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SREPB-1

Protéına de unión al elemento regulatorio a esteroles 1.

UCP 3

Protéına desacoplante 3.
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1

Resumen

En la actualidad se ha incrementado el interés por compuestos que se en-

cuentran en los alimentos y tienen un efecto benéfico para la salud. Uno de los

compuestos ampliamente estudiados por sus efectos benéficos para la salud es la

genistéına, la cual es un compuesto bioactivo presente en la soya. Estudios previos

en el laboratorio han demostrado que tanto en modelos in vivo como en ensayos

in vitro la administración de genistéına estimula la expresión de genes involucra-

dos en la oxidación de ácidos grasos en el músculo a través de la activación de

la enzima adenośına monofosfato cinasa (AMPK); sin embargo, no se conoce el

mecanismo espećıfico a través del cual esta isoflavona estimula la activación de la

AMPK. Por lo que el objetivo del presente trabajo se enfocó en conocer parte del

mecanismo por medio del cual la genistéına promueve la fosforilación de la AMPK

y la consecuente oxidación de ácidos grasos del músculo esquelético. Por otro lado

existe evidencia que otro polifenol como es el resveratrol puede activar a la enzima

AMPK a través de un incremento de AMPc (adenosina 3’,5’ monofosfato ćıclico).

Por lo que se estudió la posible relación que existe entre la activación de AMPK, la

concentración de AMPc y las v́ıas por las cuales se eleva este segundo mensajero en

miotúbulos C2C12 tratadas con genistéına. Se observó que la genistéına fue capaz

de estimular la fosforilación de la AMPK en concentraciones menores a 30 µM. El

inhibidor de fosfodiesterasas, 3-isobutil 1-metilxantina (IBMX), el cual incrementa

la concentración de AMPc, promovió la fosforilación de AMPK cuando se agregó

en un rango de 0.1 a 300 µM. Los estudios realizados en este trabajo sugieren que

la combinación de genistéına e IBMX promueve la fosforilación de AMPK. Este in-

cremento puede estar mediado a través de la inhibición de las fosfodiesterasas por
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parte de la genistéına. Para determinarlo se estudió cuáles miembros de la familia

de las fosfodiesterasas están presentes en los miotúbulos C2C12. Aunque existe

evidencia preliminar de que las fosfodiesterasas que se expresan en la ĺınea celular

de miotúbulos C2C12 son la fosfodiesterasa 3A (PDE3A) y la fosfodiesterasa 7A

en sus dos isoformas 1 y 2 (PDE7A1, PDE7A2), solamente la protéına de PDE3A

fue la única que se detectó en los ensayos realizados en el presente estudio; esto

indica que PDE3A pudiera ser la isoforma de fosfodiesterasa inhibida por la genis-

téına. Sin embargo, otro mecanismo que podŕıa incrementar la concentración de

AMPc pudiera estar mediado por el receptor acoplado a protéına G denominado

GPR30. De manera interesante, el tratamiento de la genistéına fue capaz de incre-

mentar el contenido protéico del receptor (GPR30) en concentraciones de 0.1 y 0.3

µM. Estudios futuros permitirán conocer en detalle cuál de estas protéınas está

involucrada en incrementar el AMPc y en la subsecuente activación de AMPK.
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2

Introducción

A pesar de los esfuerzos globales para disminuir una de las problemáticas actua-

les en el mundo occidental, la incidencia de obesidad y sobrepeso, ha incrementado

en la mayoŕıa de los páıses. En el 2014 se estimó a nivel global que aproximadamen-

te 39 % de los adultos mayores a 18 años presentan sobrepeso y 13 % presentan

obesidad, siendo predominante en las mujeres [1]. Durante muchos años se han

tratado de generar diversas estrategias que contribuyan a aminorar el número de

personas que presentan sobrepeso y obesidad; aśı como de proporcionar un trata-

miento oportuno y adecuado para los individuos que ya las padecen. En los últimos

años los patrones de estilo de vida han cambiado drásticamente. Se sabe que la

actividad f́ısica de los individuos ha disminuido lo que ha contribuido junto con los

cambios en el tipo y cantidad de los alimentos al desarrollo del sobrepeso, obesidad

y sus comorbilidades [2].

Uno de los objetivos de la investigación actual dirigida al control de enfermeda-

des crónicas como las ya mencionadas antes, es el encontrar y explicar la relación

que existe entre las sustancias bioactivas en los alimentos y el beneficio agregado

que brindan a la salud [3]. En la actualidad se han estudiado muchos alimentos

y sus compuestos, aśı como a las poblaciones que consumen estos alimentos de

forma habitual [4]. De igual manera, se ha estudiado cuales son las respuestas me-

tabólicas benéficas que promueven estos alimentos, además de determinar cuál es

la molécula responsable de estos beneficios [5].

La soya es un alimento que se consume de manera regular en páıses de oriente.

Este alimento, se consume en gran medida por sus conocidos beneficios a la salud.

Se ha encontrado que los componentes de la soya que proporcionan beneficios a la
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salud son las isoflavonas [6] . Las isoflavonas más estudiadas son la genistéına y la

daidzéına; entre estas dos, la genistéına es la que posee más propiedades y estas

propiedades se han encontrado en el camino por la búsqueda de nuevas alternativas

en el tratamiento de distintas enfermedades [6, 7, 8].

Uno de los efectos más interesantes de la genistéına es que en modelos in vivo

es capaz de disminuir el reservorio de grasa en músculo esquelético y en h́ıgado

[9, 10, 11]. En músculo se ha comprobado que la genistéına es capaz de incrementar

la oxidación de ácidos grasos mediante la activación de la AMPK. La activación

de la AMPK promueve la oxidación de ácidos grasos, la glucólisis y el incremento

del consumo de ox́ıgeno, mientras que inhibe a las v́ıas anabólicas [9].

Ya que actualmente no se conoce con certeza cómo es que se inicia esta cascada

que lleva a la activación de esta cinasa por medio de la genistéına, y tampoco se

sabe qué receptor media esta ruta de señalización, el objetivo de este trabajo fue

encontrar los posibles elementos por medio de los cuales se inicia este efecto que

lleva a la activación de la AMPK en el músculo esquelético.
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3

Marco teórico

3.1. La enzima AMPK. Regulador de metabolis-

mo

La AMPK es un monitor energético de la célula que se encarga de sensar la

cantidad de trifosfato de adenosina (ATP) a través de las concentraciones de AMP

(monofosfato de adenośına); la AMPK se encarga de activar las v́ıas catabólicas

que producen ATP e inhibir las sintéticas con el fin de mantener una concentración

fisiologica de ATP [12].

Los genes que codifican para las subunidades de la protéına AMPK se en-

cuentran en todos los eucariontes. La AMPK y sus ortólogos se encuentran co-

mo protéınas heterotriméricas con una subunidad α con actividad cataĺıtica, una

subunidad β reguladora y una γ. Las subunidades cataĺıticas de AMPK contienen

un dominio de cinasa de residuos de Serina y Treonina (Ser/Thr) en el extremo

amino (N-terminal) (figura 3.1). Cuando el residuo de Treonina 172 (Thr 172) que

se encuentra en el asa de activación es fosforilado por cinasas ŕıo arrriba, ocasiona

que la actividad del complejo se incrementa hasta más de 100 veces [13].

Durante situaciones de estrés energético el AMP se une directamente a las

repeticiones en tandem del dominio de cistationina β sintasa (CBS) en la subunidad

γ de AMPK, lo que provoca un cambio conformacional que expone la Thr 172.

La fosforilación en la Thr 172 es necesaria para la activación de AMPK [15, 12].

Se considera que la unión de AMP a la subunidad γ evita la defosforilación en

la subunidad α [16]. Existen 2 isoformas de la subunidad α, 2 de la subunidad
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Figura 3.1: Estructura de la AMPK en dos lados. (a): en verde claro y obscuro se muestra la
subunidad cataĺıtica, el extremo carboxilo terminal de esta subunidad se muestra en color azul
marino y el azul claro corresponde a la subunidad β. En rojo se marca un péptido de unión que
interactúa con el sitio 3 de unión a AMP de la subunidad γ. (b): vista del lado izquierdo de a. La
asa de activación se marca en color naranja dentro de la subunidad α. La treonina 172 se marca
en color rosa. Tomado y modificado de [14].

β, y 3 de la subunidad γ, con una posibilidad de 12 combinaciones de protéınas

heterotriméricas diferentes con variantes de empalme. La cinasa que principalmente

fosforila a AMPK es la cinasa 11 de Serinas-Treoninas (LKB1) [17, 12, 18].

Se conoce que la AMPK promueve la captura de glucosa en las células mus-

culares cuando el destino de la glucosa es el de generar ATP como en el caso del

proceso de contracción. Esta captación de glucosa está mediada por la transloca-

ción del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4). La AMPK también promueve

la captación de glucosa en células que solo expresan el transportador de glucosa 1

(GLUT1), el cual se encuentra expresado de manera ubicua [19]. La activación de

AMPK también promueve la traslocación de veśıculas que contienen transportado-

res de ácidos grasos en órganos como el corazón. Una vez dentro de la célula, tanto

la glucosa como los ácidos grasos, pueden ser catabolizados; la glucosa ingresa a

la glucólisis mientras que en los ácidos grasos, la AMPK promueve su transporte

dentro de la mitocondria en donde sucede la β oxidación [13].
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En el caso de la oxidación de ácidos grasos, la activación de la AMPK promueve

la fosforilación de la acetil CoA carboxilasa (ACC), la cual al estar fosforilada, se

inactiva por lo que se disminuye el producto de su reacción, el malonil CoA. Esto

favorece el transporte de ácidos grasos a la mitocondria a través de carnitina

pailmitoil transferasa 1 (CPT1) [12].

La biogénesis mitocondrial es un proceso importante que también se activa

por la AMPK fosforilada. Una protéına clave en este mecanismo es el coactivador

del receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa 1 (PGC1α). El factor

PGC1α es un coactivador importante de receptores nucleares y de otros factores de

transcripción que no necesariamente están relacionados con los receptores nuclea-

res. El factor PGC1α se encarga de promover la biogénesis mitocondrial aumentan-

do la expresión de enzimas del transporte de electrones y protéınas desacoplantes

[20]. Se sabe actualmente que AMPK incrementa la expresión de PGC1α cuando

se encuentra activada.

La activacón de AMPK apaga las v́ıas anabólicas con el objetivo de conservar

el ATP, la AMPK inhibe las v́ıas de śıntesis de ĺıpidos, carbohidratos, protéınas

y RNA ribosomal. Este mecanismo de inhibición se da mediante la fosforilación y

regulación de enzimas y protéınas regulatorias involucradas en cada una de las v́ıas,

como es el caso ya mencionado anteriormente de la ACC1, la cuál es fundamental

en la śıntesis de ĺıpidos [13]. A continuación se enlistan las enzimas que son objeto

de regulación negativa directa o indirecta por AMPK y el proceso anabólico en el

que intervienen:

Acetil CoA carboxilasa interviene en la śıntesis de ácidos grasos.

Glicerol fosfato acil transferasa interviene en la śıntesis de fosfoĺıpidos y tri-

glicéridos.

3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa interviene en la śıntesis de colesterol.

Glucógeno sintasa interviene en la śıntesis de glucógeno.

Protéınas regulatorias asociadas a mTOR y reguladores del blanco de la

cinasa rapamicina(TOR) intervienen en la śıntesis de aminoácidos.

Factor de inicio de la transcripción IA interviene en la śıntesis de RNA

ribosomal. [13]
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En el esquema siguiente se resumen los efectos metabólicos más importantes

de la activación de la AMPK.

Figura 3.2: Efectos metabólicos en respuesta a la fosforilación de la AMPK, la cual se puede
dar en situaciones de ayuno cuando las concentraciones de ATP disminuyen y se elevan las de
AMP. La fosforilación de la AMPK activa v́ıas catabolicós como glucólisis y β oxidación e inhibe
las v́ıas anabolicós como śıntesis de protéına, colesterol, ácidos grasos y glucógeno. Tomado y
modificado de [13].
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3.2. Metabolismo de las isoflavonas

El frijol de la soya está compuesto por macronutrimentos como ĺıpidos, carbohi-

dratos y protéınas. Los ĺıpidos de la soya que no contienen colesterol, contienen

alrededor de 15 % de grasa saturada, 61 % de grasa poliinsaturada y 24 % de grasa

monosaturada.

Los carbohidratos de la soya representan el 30 % de la semilla, con 15 % de

carbohidratos solubles (sacarosa, rafinosa, estaquiosa) y 15 % de carbohidratos

insolubles (fibra dietaria). El contenido de protéına del frijol de la soya vaŕıa desde

el 36 % al 46 % dependiendo de la variedad. Las protéınas de almacén como 7S

globulina, ß-conglicitina, y 11S globulina (glicitina), están presentes en el 80 %

del contenido total de protéına. Las protéınas 2S, 9S y 15S globulina son menos

abundantes [6].

La soya contiene micronutrimentos que incluyen a isoflavonas, fitatos, sapo-

ninas, fitoesteroles, vitaminas y minerales. Se ha demostrado que hay una gran

variedad en el contenido y composición de isoflavonas en el frijol de la soya. Esta

variedad está en función de las condiciones de crecimiento de la soya aśı como de

las condiciones ambientales.

Existen 2 isoflavonas principales en la soya, genistéına y daidzéına [6]. Las

protéınas de soya disponibles en los alimentos contienen isoflavonas en diferentes

tipos de glucósidos, como 6-O-malonil glucósido, 6-O-acetil glucósido y ß glucósidos

[3]. Estos conjugados son biológicamente inactivos; una vez ingeridos, los glucósidos

son hidrolizados por glucosidasas a agliconas como genistéına (GTN) y daidzéına

(DZ), las cuales son absorbidas v́ıa intestinal (figura 3.3).

A través de la microflora intestinal la genistéına es metabolizada en un producto

llamado para-etilfenol, mientras que la daizéına es convertida ya sea en equol o en

O-desmethylangolensina (ODMA) por dos v́ıas diferentes [21].

En la soya, las isoflavonas están fuertemente asociados con las protéınas. La

abundancia en las isoflavonas vaŕıa dependiendo de la forma en que fue procesada

la soya. Las isoflavonas pueden desasociarse de las protéınas usando métodos de

extración con alcochol, lo cual disminuye significativamente la cantidad obtenida.

Esto explica la variedad que existe en el contenido de fitoestrógenos en los pro-

ductos de soya. Esta variedad puede ser de 0.1-5 mg de isoflavona/g de protéına

en frijoles maduros y tostados, 0.3 mg/g de protéına de soya en frijoles verdes y
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Figura 3.3: Estructura de diferentes glucósidos de genistéına y de su forma bioactiva (aglicona).
Tomado y modificado de [3].

0.1-2 mg/g de protéına en tofu y leche de soya [5].

Existen numerosos estudios que incluyen investigaciónes sobre las concentra-

ciones en plasma de fitoestrógenos. En humanos, la constante ingestión de soya en

la dieta lleva a un incremento rápido en la concentración plasmática de isoflavonas

que llega hasta el rango de concentraciones micromolares, no aśı en sujetos que

no consumen soya cuya concentración plasmática es comúnmente ≤ 40nM [4, 8].

Estudios refieren que las concentraciones plasmáticas de genistéına no son mayores

a 10 µM en una persona que consume gran cantidad de soya [7].

Estudios farmacocinéticos confirman que los adultos pueden absorber rápido y

eficientemente a las isoflavonas, el tiempo promedio que toma llegar a un pico de

concentración de isofavonas en sangre después de ingerir la aglicona es de 4 a 7

horas, mientras que este tiempo se retrasa de 8 a 11 horas cuando se consumen los

ß-glucósidos [22]. El paso que limita la velocidad de absorción es la hidrólisis inicial

de los ß-glucósidos. La vida media reportada para daizéına y genistéına es de 9.3

y 7.1 horas respectivamente, lo que sugiere que las isoflavonas o sus metabolitos

se excretan rápidamente [6].
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3.3. Genistéına y su relación con los Receptores

de Estrógenos (ER)

Las hormonas esteroideas regulan el crecimiento y la diferenciación, aśı mismo,

participan en la funciones fisiológicas normales, en las de reproducción y en las

de comportamiento. Los estrógenos median sus efectos a través de 2 receptores

pertenecientes a la superfamilia de receptores nucleares, los receptores de estroge-

nos α y β (ERα, ERβ). Estos receptores están codificados por los genes ESR1

para el caso del ERα y ESR2 que codifica para el ERß [23]; ambos receptores

tienen diferente distribución en los tejidos y diferente especificidad por su ligando

endógeno [24]. Debido a la homoloǵıa entre estos receptores, ambos, se unen en

forma de homod́ımero o heterod́ımero a la misma región de DNA correspondiente

al elemento de respuesta a estrógenos (ERE) [24].

Los receptores de estrógenos (ERs) por pertenecer a la familia de receptores

nucleares poseen una estructura de 6 regiones con dominios que tienen una homo-

loǵıa importante. El mecanismo de acción de los ERs requiere que el ligando se una

al dominio de unión del receptor, lo cual promueve cambios en la conformación del

mismo, el cual se une a otro complejo receptor-ligando. Este complejo posterior-

mente se une al DNA. Esta acción, recluta a otras protéınas ya sea coactivadoras

o corepresoras que influyen en la actividad de los receptores y que por lo tanto,

activan o reprimen la transcripción de ciertos genes [8].

El homod́ımero de ERα es más eficiente que el de ERß o que el heterod́ımero

de ERα/ß en promover la transcripción de genes que controlan el crecimiento y la

diferenciación en útero y mama [25].

En un contexto de cáncer el ERα está asociado a proliferación aberrante, in-

flamación y malignidad, mientras que los receptores ß promueven la expresión de

genes anti-migratorios y anti-invasivos [23].

Los blancos moleculares comúnes en mamı́feros de la genistéına son los recep-

tores de estrógenos, las protéınas tirosina cinasas (PTK) y las topoisomerasas tipo

II. Cuando se emplean tratamientos con genisteina concentraciones mayores de

100 µM, la genisteina es un inhibidor de PTK y topoisomerasas tipo II [26]. Una

de las propiedades más importantes de la genistéına, es su actividad estrogénica;

esta actividad se debe a que esta isoflavona tiene la capacidad de unirse a ambos

receptores de estrógenos (ERs), teniendo una preferencia por el ERß; sin embargo
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su actividad es 1000 veces más débil que la del β-estradiol. Existen varios estudios

que describen esta interacción. En uno de estos estudios [8] realizado con células

MCF-7 (células de cáncer de mama), se llevó a cabo un ensayo en el cual se com-

probó la unión de la genistéına al receptor de estrógeno ß; usando un experimento

de competencia con I125 estradiol se determinó que la genistéına y otros compues-

tos como el equol se unen a este receptor (figura 3.4). En este mismo estudio se

determinó que debido a que todos los compuestos evaluados son equipotentes co-

mo agonistas de ER y a que las moléculas son similares, se concluyó que el grupo

hidroxilo en la posición 4 del anillo B y el hidroxilo en la posición 7 del el anillo A

son fundamentales en la actividad estrogénica de los mismos. Estas caracteŕısticas

qúımicas son comunes en estas moléculas evaluadas.

En otro estudio [27] se comparó la afinidad de algunas isoflavonas por el ERα

y/o por ERß y sus coreguladores, tomando de referencia el ligando fisiológico E2.

Los autores concluyeron que en comparación con otros fitoestrógenos, la genistéına

tiene una afinidad hacia ERß con una Kd de 7.4 nM, siendo mucho mayor la

afinidad de la genistéına que de la daidzéına, otra isoflavona de soya como arriba

se indicó.

Esta capacidad de unión probablemente se debe a la presencia de un grupo

hidroxilo en uno de los anillos fenólicos, el cual es esencial para la formación de un

puente de hidrógeno intramolecular que estabiliza la unión dentro del bolsillo del

ER.

La afinidad que tienen las isoflavonas por los ERs les permite tener ambos

efectos, ya sea anti-estrogénicos o estrogénicos, dependiendo del tejido, aśı como

de la isoflavona y de los niveles de estradiol endógenos. Se han realizado estudios

in vitro que demuestran que la genistéına puede mediar ambos efectos en presencia

de diferentes concentraciones de estradiol [6].
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Figura 3.4: Ensayo de competencia realizado con I125 estradiol en células MCF-7. La gráfica
representa la afinidad de diferentes compuestos por el ERβ con referencia a su ligando endógeno.
Tomado de [8].

3.4. Efecto antilipotóxico de la protéına de soya

e isoflavonas en h́ıgado

Además de los efectos estrogénicos débiles de la protéına de soya debido a sus

isoflavonas, se ha demostrado que tiene otras actividades biológicas importantes.

Esto se demostró a través de un estudio realizado en el departamento [10] en

donde se alimentó a 2 grupos de ratas con una dieta control o con una dieta alta

en grasa. Tanto en el caso de la dieta control como en el caso de la dieta alta

en grasa se alimetó, por un peŕıodo de 180 d́ıas, a un grupo con una dieta cuya

fuente de protéına era la caséına y al otro con protéına de soya. Los resultados

sugieren que las ratas de los grupos alimentadas con dietas altas con grasa tuvieron
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un incremento de peso mayor cuando fueron alimentadas con protéına de caséına

que las ratas alimentadas con protéına de soya. Al analizar el tejido hepático, se

observó que a pesar de haber sido alimentadas con una dieta alta en grasa las

ratas alimentadas con protéına de soya que conteńıa isoflavonas, presentaron una

disminución significativa en el contenido de ĺıpidos y colesterol en comparación con

aquellas alimentadas con caséına. Este aspecto también se reflejó en los niveles de

triglicéridos y colesterol a nivel plasmático los cuales disminuyeron en las ratas

alimentadas con protéına de soya, sin importar si fueron alimentadas con dieta

control o dieta alta en grasa. En este estudio se concluyó que la protéına de soya

disminuye la lipotoxicidad a nivel hepático en ratas obesas.

De igual manera, previo a este estudio, se realizó un estudio [11] en donde se

alimentaron ratas genéticamente obesas (Zucker fa/fa) con dos tipos de dietas;

un grupo se alimentó con protéına de soya conteniendo isoflavonas y el otro con

caséına por 160 d́ıas. Estas se sacrificaron a los 30, 60, 90 120 y 160 d́ıas. En el

momento del sacrificio se determinó el contenido de colesterol y ĺıpidos en h́ıgado

y se concluyó que las ratas alimentadas con protéına de soya e isoflavonas tuvieron

menos depósitos de grasa que las ratas alimentadas con caséına. Este hallazgo se

corroboró en los cortes histológicos en donde se realizó la técnica de rojo oleoso

para determinación de ĺıpidos en el h́ıgado.

En relación a las variables bioqúımicas, se demostró que las concentraciones

séricas de colesterol al d́ıa 160 en las ratas Zucker fa/fa alimentadas con dieta y con

protéına de soya presentaron 69 % menos concentración de colesterol circulante que

las alimentadas con caséına. Las concentraciones de triglicéridos séricos en ratas

alimentadas con protéına de soya también disminuyeron en un 43 % en relación a

los niveles de las ratas alimentadas con caséına.

Se realizaron análisis de Northern blot para cuantificar las concentraciones de

RNA mensajero de SREBP-1, que es el factor de transcripción central en la re-

gulación de la expresión de genes de la śıntesis de ácidos grasos, con el fin de

correlacionar el efecto de la protéına de soya en el h́ıgado sobre la abundancia de

ĺıpidos hepáticos. La abundancia en el mRNA de SREBP-1 en h́ıgado fue signi-

ficativamente menor en ratas alimentadas con soya en comparación con las ratas

alimentadas con protéına de caséına, a pesar de la hiperinsulinemia descrita en

ambos grupos. Esto explica parcialmente porqué disminuyeron las concentraciones

de ĺıpidos hepáticos.
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A la par de la disminución en la expresión del mRNA de SREBP-1 en ratas

que consumieron soya, también disminuyó la expresión de la graso acil sintasa

(FAS), la esteroil CoA desaturasa 1 (SCD-1) y de las desaturasas ∆5 y ∆6 que

son enzimas relacionadas con el metabolismo de ĺıpidos controladas por SREBP-1.

Esta disminución se observó desde el d́ıa 30. Al final de la intervención las ratas

alimentadas con protéına de soya presentaron menor expresión de las enzimas

mencionadas anteriormente que las ratas que consumieron caséına. Esto sugiere

que la protéına de soya reduce la śıntesis de ácidos grasos en h́ıgado de ratas

obesas genéticamente.

3.5. Efectos de la genistéına en el músculo

En estudios recientes se comprobó que la protéına de soya también disminuye la

lipotoxicidad en el músculo de ratas Zucker fa/fa alimentadas con protéına de soya

que incluyen isoflavonas. Se demostró que la disminución en la lipotoxicidad en el

músculo esquelético está asociada al incremento en la fosforilación de la protéına

AMPK, aśı como a un incremento en la fosforilación de una de sus protéınas

blanco, la ACC (figura 3.5). Estos hallazgos los llevó a concluir que la protéına e

isoflavonas de soya contribuyen al aumento de la oxidación de ácidos grasos y a la

disminución de la śıntesis de ácidos grasos, disminuyendo la acumulación de ĺıpidos

en el músculo esquelético, lo que podŕıa mejorar la sensibilidad a la insulina [9].

Los cambios en el estado de fosforilación de AMPK y de sus protéınas blanco en

el músculo esquelético se asociaron con un aumento en la abundancia de los mRNA

de genes involucrados con la oxidación de ĺıpidos; se observó que en las ratas que

fueron alimentadas con protéına de soya conteniendo isoflavonas la expresión de

genes relacionados a la oxidación de ácidos grasos como la protéına desacoplante

3 (UCP3), la carnitina pamitoil transferasa 1 (CPT1), el coactivador de receptor

activado por proliferadores de peroxisomas alfa 1 (PGC1α), y el receptor activado

por proliferadores de peroxisomas δ (PPARδ) se incrementó en comparación con

las ratas que fueron alimentadas con caséına.
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Figura 3.5: Western blot de la fosforilación de la AMPK y de la ACC en músculo esquelético
de ratas Zucker fa/fa alimentadas con protéına de soya y caséına en un periodo de 160 d́ıas.
Asteriscos indican diferencia significativa (p<0.05). Tomado de [9].

En estudios posteriores se determinó cual de las isoflavonas de la soya teńıa esta

acción antilipotóxica. De manera notoria, al inyectar genistéına a ratas Zucker fa/fa

en una dosis de 40 mg/kg por 5 d́ıas los resultados indicaron que la genistéına es

capaz de aumentar por śı sola la fosforilación de AMPK en el músculo esquelético

de estas ratas [28].

Posteriormente se observó en la linea celular de miotúbulos C2C12 (modelo in

vitro de músculo esquelético), que AMPK se fosforila cuando se estimulan estas

células con genistéına en una concentración de 10 µM durante 60 minutos. De

la misma manera la expresión de genes de oxidación de ĺıpidos incrementó en

respuesta a la genistéına como se observó en los ensayos in vivo.
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Se ha encontrado que el consumo de isoflavonas aumenta la fosforilación de

JAK 2 [9], lo que sugiere que la fosforilación de AMPK puede darse v́ıa JAK2; en

este mismo estudio se realizó un ensayo en el que se incubaron miotúbulos C2C12

con genistéına 10 µM durante 60 min y se observó que la fosforilación de JAK

2 se incrementó. Cuando esta ĺınea celular se incubó con el inhibidor de JAK 2

el AG490, la capacidad que tiene la genistéına de incrementar la fosforilación de

JAK 2 disminuyó. Esto sugiere que la activación de AMPK está relacionada con

la activación de esta protéına.

Debido a que la fosforilación de JAK2 puede darse directamente con la acti-

vación del receptor de leptina [29, 30] y a que AMPK es un enzima importante

en mediar los efectos de la leptina[31], en este estudio, se investigó la posibilidad

de que la gensitéına incrementara la fosforilación de AMPK mediante el receptor

de leptina (ObR). En este estudio se corroboró que el receptor de leptina no está

relacionado con este efecto, ya que al silenciar los miotúbulos C2C12 mediante

un shRNA se observó que la fosforilación de AMPK no disminuye a pesar de la

abolición de este receptor [9].

Otro de los hallazgos en relación a la activación de AMPK en músculo es-

quelético [9] demostraron que la genistéına es capaz de incrementar los niveles de

monofosfato ćıclico de 3’5’ adenosina (AMPc). Este hallazgo se observó cuando se

realizaron ensayos in vitro con la ĺınea celular C2C12 estimulando con genistéına

en una concentración de 10 µM en diferentes tiempos. Se observó que a los 45 min

de haber colocado el est́ımulo, incrementan las concentraciónes de AMPc. Este

efecto de la genistéına también se ha observado en cervix [32]. Esto podŕıa ser una

de las v́ıas por la cual la genistéına incrementa la fosforilación de la AMPK, sin

embargo, aún faltan estudios para establecer este posible mecanismo.

3.6. La genistéına como inhibidor de fosfodieste-

rasas

Las fosfodiesterasas (PDEs) son una familia de fosfohidrolasas que catalizan la

hidrólisis de los enlaces 3’ del fosfato ćıclico de la adenosina y/o de la guanosina

3’,5’ monofosfato ćıclico (AMPc, GMPc) [33]. Las fosfodiesterasas fueron descritas

después del descubrimiento del AMPc. El descubrimiento de una enzima que fuera

capaz de hidrolizar al AMPc sugirió que el AMPc es una molécula importante en
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términos fisiológicos.

Estas enzimas están clasificadas como PDEs de nucleotido ćıclicos de clase I,

diferentes a las enzimas de clase II las cuales carecen de alta selectividad por su

sustrato en comparación con las de clase I [34]. Una de las razones por las cuales

las fosfodiesterasas se han convertido en objetivos farmacológicos se debe a que

la regulación de la degradacón de cualquier ligando o segundo mensajero (AMPc

o GMPc en este caso) a menudo contribuye a un cambio más rápido y en mayor

porcentaje en concentraciones de estos nucleótidos si se compara con la regulación

en la śıntesis de estos compuestos [33].

Actualmente, gracias a que se han obtenido las estructuras primarias de los

aminoácidos y las secuencias de nucleótidos de las fosfodiesterasas, éstas, se han

clasificado de acuerdo a sus relaciones basadas en las homoloǵıas de las secuencias

primarias. Se sabe que existen, al menos, 11 familias diferentes de PDEs compues-

tas por productos de 21 genes diferentes, sin embargo existen más de 21 mRNA y

protéınas transcritas por estos genes, ya que usan sitios de inicio de la transcripción

alternativos y formas de empalme alternativo de los precursores del mRNA [33].

En la naturaleza existen diferentes tipos de PDEs, las cuales se clasifican por el gen

que las codifica y el tipo de sustrato en el cual tienen su acción; muchas de éstas

son tejido espećıficas y se expresan en gran cantidad en estos tejidos (tabla 1.5)

[34]. Su nomenclatura está acompañada de las iniciales PDE junto a un número

arábigo que corresponde a la familia genética a la que pertenece la fosfosiesterasa,

además de una letra en mayúscula que significa que es el gen “ A ” . Por ejemplo,

comúnmente el primer gen descrito se le asigna la letra A y a menudo se usa un

segundo número que indica si es la primera o la segunda variante descrita [33].
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Tabla: Clasificación de las fosfodiesterasas de acuerdo a cada familia. Abreviaturas: fosfodies-
terasa (PDE), adenosina 3’,5’ monofosfato ćıclico (AMPc), guanosina 3’,5’ monofosfato ćıclico
(GMPc). Tomado y modificado de [33, 34].

En los últimos años se han realizado experimentos con resveratrol, un polifenol

con una estructura qúımica similar a la estructura de la geńısteina. Estos experi-

mentos han determinado que éste es un inhibidor de algunas PDEs como la 1, 3 y 4.

Durante este experimento [35] se utilizó una PDE3 recombinante para determinar

que tipo de inhibidor es el resveratrol con respecto a esta enzima. Esta determina-

ción se realizó midiendo la actividad de la enzima recombinante en presencia del

resveratrol, registrando como se comportaba la actividad de la enzima conforme se

agrega sustrato en mayor concentración. Los resultados indican que a mayor con-

centración de AMPc, la inhibición disminuyó por parte del resveratrol, lo que nos
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(a) (b)

Figura 3.6: (a): Determinación del efecto inhibitorio del resveratrol sobre fosfodiestarasas me-
diante la medición de la actividad de las enzimas recombinantes en presencia de resveratrol, (b):
Gráfico de Lineweaver-Burke del resveratrol para la fosfodiesterasa 3, gráfico obtenido mediante
un ensayo de cinética de la fosfodiesterasa 3 en presencia de AMPc y resveratrol. Abreviaturas:
Fosfodiesterasa (PDE), Resveratrol (Resv), Adenośın Monofosfato Ćıclico (AMPc). Tomado de
[35].

lleva a deducir que tanto el resveratrol como el AMPc compiten por el sitio activo

de la enzima. Esto se confirmó con la elaboración del gráfico de Lineweaver-Burke,

el cual coincide con el gráfico de un inhibidor competitivo (figura 3.6). Con estos

resultados se podŕıa suponer que la genistéına podŕıa inhibir las fosfodiesterasas

ya que poseen estructuras qúımicas similares.

En otra investigación realizada con tejido pulmonar de lechones pigmeos, se

purificaron diferentes PDEs y se midió la cinética de estas enzimas en presencia de

diferentes concentraciones de genistéına; este comportamiento se reportó mediante

gráficos de Lineweaver-Burke, y se comparó con el gráfico de un inhibidor espećıfico

para cada tipo de PDE. Se concluyó que la genistéına se comporta como inhibidor

competitivo para las fosfodiesterasas 1,2,3,4 y 5 en este tejido [36].
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3.7. EL GPR30, posible mediador de las acciones

de la Genistéına

Como se ha mencionado anteriormente, los receptores de estrógenos pertene-

cen a la famı́lia de receptores nucleares y se encargan de las acciones genómicas

de estas hormonas. Existe otro receptor que no pertenece a esta familia: el recep-

tor acoplado a protéına G 30 (GPR30) el cual se encarga de mediar señales no

genómicas de manera rápida y cuya acción está determinada por el est́ımulo del

estrógeno. Recientemente este receptor se ha nombrado también como Receptor

de estrógenos acoplado a protéına G 1 [37].

El GPR30 es un receptor acoplado a protéına G (GPCR) con 7 dominios trans-

membranales que une al E2 con una gran afinidad, mediando las rutas de señali-

zación estrogénica [38].

En un principio no se identificó ningún ligando para este receptor, y se clasificó

como un GPCR huérfano. Fue hasta el 2000 que se identificó su función con ex-

perimentos que demostraron la activación de la enzima MAP cinasa (ERK1/2) en

respuesta a un est́ımulo de estrógeno. Posteriormente se demostró que el estrógeno

era el ligando natural de GPR30 usando antagonistas de E2 como el ICI 182,780 y

el tamoxifen. Las respuestas al E2 sólo se observaron en ĺıneas celulares de cáncer

que expresan GPR30.

La localización celular del receptor principalmente se ha descrito a nivel subce-

lular. Hay reportes de que se encuentra en ret́ıculo endoplásmico, membrana nu-

clear, citoplasma, mitocondria y en algunos casos en membrana plasmática [39][37]

[40].

Debido a la capacidad que tiene la genistéına de unirse a receptores de estróge-

nos, se han realizado diferentes estudios para determinar si las acciones de la

genistéına y otras isoflavonas están mediadas por este receptor.

Se ha demostrado en estudios con células de cáncer de mama y cáncer de ti-

roides que la elevación de la protéına c-fos, una protéına que está relacionada con

procesos de proliferación y diferenciación en células canceŕıgenas, es dependiente

de GPR30. Se realizaron experimentos in vitro con células SKBRE (células de

cáncer de mama) transfectadas con un oligonucleótido anti-sentido para GPR30,

las cuales fueron estimuladas con 1 µM de E2 (estradiol), genistéına y quercetina.

Los resultados revelaron que la expresión de c-fos disminuyó en las células con el
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nucleótido anti-sentido para el GPR30 a diferencia de las células control en las

cuales la expresión de c-fos aumentó en respuesta a los est́ımulos de E2, genistéına

y quercetina (figura 3.7). Esto sugiere que los efectos de compuestos como la genis-

téına pueden estar mediados por GPR30 [41, 42] . Sin embargo, no se conoce si la

estimulación de GPR30 se asocia con un incremento en la fosforilación de AMPK.

Figura 3.7: Western blot de la protéına c-fos en células SKBR3 transfectadas tanto con un
oligonucleótido control como con uno antisentido para GPR30 (200 nM). Estas células posterior
a la transfección fueron estimuladas con 1 µM de estradiol (E2), genistéına (G) y quercetina
(Q). El panel derecho es un cuantificación de tres experimentos independientes. Los cuadros en
la gráfica indican la significancia estad́ıstica (p<0.05). Tomado de [42].
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4

Hipótesis y objetivos

Hipótesis

La genistéına promueve la fosforilación de la AMPK incrementando la concen-

tración de AMPc através de GPR30 y/o a través de la inhibición de la actividad

de fosfodiesterasas en el músculo esquelético.

4.1. Objetivo general

Determinar si la activación de AMPK por genistéına está relacionada positi-

vamente con la producción de AMPc aśı como establecer el medio por el cual se

estimula su producción.

4.2. Objetivos espećıficos

Establecer el cultivo celular de miotúbulos C2C12.

Demostrar si la fosforilación de AMPK es dependiente de la dosis y śı está

relacionada con el AMPc.

Determinar las fosfodiesterasas presentes en el cultivo celular de miotúbulos

C2C12.

Determinar si los miotúbulos C2C12 contienen el receptor GPR30 y śı el

efecto de la genistéına está mediado por GP30.
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5

Metodoloǵıa

5.1. Cultivo celular

Se utilizó la linea celular mioblastos C2C12 (ATCC). Para su crecimiento

y su mantenimiento se emplearon frascos de 75cm2 de poliestireno (Corning R©
Incorporated-Life Sciences) con 15 ml de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me-

dium) alto en glucosa (hg) (Gibco R© de Life Technologies) previamente filtrado

por una membrana de poliétersulfona de 0.22 µM (Merk Millipore R©) y suple-

mentado con suero bovino fetal (Gibco R© by Life Technologies) al 10 % y 1 %

antibiótico/antimicótico 100x (Gibco R© by Life Technologies) con una combina-

ción de Anfotericina B, Penicilina y Estreptomicina. Se permitió el crecimiento de

las células hasta que alcanzaron una confluencia del 60 al 70 %. Posteriormente las

células se pasaron a otro frasco para su amplificación.

Para obtener los miotúbulos C2C12 se utilizaron placas de 6 pozos (Corning R©
Incorporated-Life Sciences) en los cuales se sembró una cantidad de 170,000 células

por pozo. Una vez obtenida una confluencia del 85 % al 90 % se inició la inducción

de la diferenciación usando DMEM alto en glucosa, filtrado y suplementado con

2 % de suero de caballo (ATCC) o suero bovino fetal y antibiótico/antimicótico al

1 % . Se usaron 2 cantidades de medio, unos pozos con dos ml y otros con cuatro

ml durante un lapso de 6 d́ıas. Se cambió el medio cada 48 h para evitar que las

células se estresaran.

Se tomaron fotograf́ıas desde el d́ıa 0 de la diferenciación en dos aumentos

diferentes, tanto 4x como 10x realizando un seguimiento cada 2 d́ıas hasta llegar

al d́ıa 6 de diferenciación. Se utilizó un microscopio invertido Eclipse Ti-E (Nikon
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Instruments Inc.) para la documentación a través de fotograf́ıas.

5.2. Est́ımulos en cultivo celular

Para la realización de los ensayos con genistéına e IBMX se emplearon miotúbu-

los C2C12. Se utilizó genistéına (Sigma-Aldrich R©) sintética 98 % HPLC, disuelta

en etanol absoluto. El inhibidor inespećıfico de fosfodiesterasas, el 3-isobutil 1-

metilxantina (IBMX) (Sigma-Aldrich R©) 99 % HPLC, se disolvió en etanol absolu-

to y posteriormente se agregó DMEM hg para realizar las aĺıcuotas de almacenaje.

El activador de la adenilato ciclasa, forskolina 97 % HPLC (Enzo R© Life Sciences),

se disolv́ıo en DMSO. Se utilizaron diferentes concentraciones como est́ımulo de

ambos compuestos como se muestra a en la tabla 3.1.

Tabla 3.1: Est́ımulos en cultivo celular

5.3. Extracción de RNA

Se evaluó la expresión de las posibles fosfodiesterasas que se expresan en la ĺınea

celular de miotúbulos C2C12 para determinar las posibles enzimas que pudieran

estar involucradas en la v́ıa de interés. Se recolectaron muestras de los pozos de las

placas de cultivo de la ĺınea celular sin tratamiento para determinar la expresión

basal de estas fosfodiesterasas.
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Se obtuvo RNA total de los miotúbulos C2C12 mediante el reactivo de TRIzol

(Roche Life Sicience R©). Se colocó 1 ml de Trizol en cada uno de los 6 pozos de la

placa de cultivo con las células diferenciadas, se resuspendieron hasta obtener un

homogenado celular y se depositaron en tubos eppendorf de 1.5 ml. Se agregaron

200 µl de cloroformo en cada uno de los tubos, se sometió a vortex y se dejó incubar

a temperatura ambiente 5 min hasta que se comienza a percibir la separación de

fases. Se centrifugó a 12000 g por 15 min a 4oC y se transfirieron 500 µl del

sobrenadante a otro tubo nuevo. Se le agregaron 500 µl de isopropanol absoluto,

se homogenizó y se dejó incubar a temperatura ambiente 10 min. Se centrifugó a

12,000 g por 10 min a 4oC.

Después de centrifugar se corroboró la presencia de la pastilla de RNA en el

fondo del tubo y se retiró el isopropanol con una pipeta. Para lavar la pastilla se

agregó etanol al 80 %, se homogenizó la pastilla y se centrifugó a 7500 g por 5 min

a 4oC. Posteriormente se descartó el sobrenadante con una pipeta y se dejó el tubo

abierto durante 15 min aproximadamente para evaporar el etanol. Se agregaron

30 µl de agua libre de nucleasas y se calentó a 60oC para que la pastilla de RNA

para homogenizar en el agua.

Se cuantificó el RNA total mediante espectofotometŕıa con el NanoDrop 2000

(Thermo Scientific R©), usando 2 µl de cada una de las muestras. Se realizó una

prueba de integridad mediante electroforesis capilar con el equipo QIacxel (Quia-

gen) utilizando 5 µl de RNA de cada una de las muestras. Se descartaron las

muestras no ı́ntegras.

5.4. Cuantificación relativa mediante qPCR

Se cuantificó la expresión relativa de los genes de fosfodiesterasa 3A1 (PDE3A1)

y de la fosfodiesterasa 7A en sus dos isoformas la 1 y 2 (PDE7A1 y PDE7A2), los

cuales se han descrito que se expresan en músculo esquelético y músculo liso y por

lo tanto podŕıan expresarse en los miotúbulos C2C12. A partir del RNA ı́ntegro

se obtuvo cDNA mediante el uso de retrotranscripción; se utilizaron 3000 ng (3

µgr) de RNA. Se usó la enzima transcriptasa inversa M-MLV y el oligo (dt) 12-18

como primer (Invitrogen, Carlsbad,CA, EE. UU). Para realizar la cuantificación

de la abundancia relativa de los mRNA se utilizó LightCycler 480 Syber Green I

Master (Roche Aplied Science Manheim, Germany). El equipo que se utilizó para

34



la detección de la fluorescencia fue el Light Cycler 480 Instrument (Roche Applied

Science, Manheim Germany).

Para la realización de los rangos dinámicos se utilizaron las concentraciones de

600 ng, 150 ng, 37.5 ng, 9.37 ng, 2.34 ng, y 0.58 ng de cDNA aśı como muestras

sin cDNA como controles negativos. La expresión se determinó por triplicado y

se utilizaron 150 ng/µl del cDNA de cada una de las muestras y un un par de

oligonucleótidos previamente diseñados para cada gen (Sigma-Aldrich Co. LLC

Life Science) (Tabla 3.2).

Las muestras se pipetearon en un placa de 96 pozos ópticos Light Cyler 480

Multiwell Plates 96/384 clear (Roche Aplied Science, Manheim Germany). La

especificaciones para realizar la amplificación de PCR fue de: 50oC por 2 min,

95oC por 10 min, 45 ciclos a 94oC por 15s, temperatura de amplificación fue de

62oC para el primer de PDE3A, 64oC para PDE7A1, 57oC para PDE7A2 en un

lapso de 1 min. Se utilizó el gen Rer1 para la normalización.

Tabla 3.2: Secuencias de Primers

5.5. Western blot

Se realizó el análisis por Western blot para la determinación del contenido de

protéına de AMPK total, AMPK fosforilada, GPR30, PDE7A, y PDE3A. Para

la obtención de la protéına después de realizar el ensayo, las células se lavaron

con PBS después de retirar el est́ımulo para posteriormente agregar 120 µl de

amortiguador de lisis a cada uno de los pozos. Se raspó el fondo de los pozos para
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retirar todo el contenido celular, se recolectó con un pipeta y se depositó en tubos

eppendorf nuevos. Cada lisado se pasó por una jeringa de insulina para asegurar la

ausencia de conglomerados celulares y para homogenizar el lisado, se centrifugó el

homogenado a 10000 g durante 20 min. Se recolectó el sobrenadante que conteńıa

la protéına total para realizar diluciones de 1 a 5 de cada una de las muestras.

Se determinó el contenido de protéına usando los reactivos del Bio-Rad Protein

Assay (BioRad Laboratories) que utiliza el método de Bradford. Se utilizaron

5 µl de cada muestra, la curva de referencia de protéına que se utilizó para la

determinación fue: 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/ml de albúmina. Para realizar el

Western Blot se utilizaron 20 µg de protéına para la mayoŕıa de los ensayos, y en

algunos se utilizó desde 30 µg hasta 50 µg de protéına.

Se prepararon las muestras con amortiguador de carga el cual se elabora con

beta-mercaptoetanol y amortiguador para muestras 2x de Laemmli Sample Buffer

(BioRad Laboratories) en una proporción 1 a 20. Las muestras se calentaron a

80oC durante 5 min para desnaturalizar las protéınas. Las muestras se cargaron

junto con el marcador de peso molecular PageRulerTM Plus, el cual es una escalera

de protéınas preteñidas de peso molecular conocido (Thermo Scientific), con pesos

moleculares desde 10 kD hasta 250 kD.

Las muestras se corrieron mediante electroforesis en un gel desnaturalizante

de poliacrilamida-SDS al 10 %. Se utilizó un amortiguador de corrida con base de

glicina, SDS, y Tris Base, y se corrió en el equipo Mini-PROTEAN R© Tetra Cell

(BioRad Laboratories); la electroforesis se dejó correr 2 horas aproximadamente

hasta obtener la separación adecuada de las protéınas de interés.

El gel se transfirió a la membrana Immun-Blot R© de PVDF (BioRad Labora-

tories) previamente activada con metanol. La transferencia que se usó fue trans-

ferencia húmeda utilizando un amortiguador de transferencia conteniendo meta-

nol, glicina, SDS y Tris base. Se utilizó la cámara de transferencia húmeda Mini-

PROTEAN R© Tetra Cell (BioRad Laboratories). La transferencia se realizó en un

peŕıodo de una hora.

Posteriormente se comprobó la transferencia de la protéına tiñendo la membra-

na con rojo Ponceau. Se dieron 3 lavados de 10 min con TBS-Tween y posterior-

mente se bloqueó durante 1 h con Blotting-Grade Blocker (Biorad Laboratories)

disuelto en TBS Tween al 5 % para AMPK fosforilado, PDE3A, PDE7A y GPR30.

Se usó una solución de albúmina disuelta en TBS Tween al 5 % para bloquear las
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membranas para AMPK.

Después del tiempo de bloqueo se les dio 3 lavados de 10 min y posteriormente

se les agregó el anticuerpo primario disuelto en la solución de bloqueo al 1 % en

las concentraciones indicadas en la tabla 3.3. Se puso a incubar toda la noche a

4oC en un agitador.

Después de haber cumplido con el tiempo de incubación con el anticuerpo pri-

mario se colocaron las membranas a temperatura ambiente en agitación durante

una hora, se retiró el anticuerpo primario, se lavaron las membranas 3 veces con

TBS Tween y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante una hora con

la solución del anticuerpo secundario (tabla 3.3). Posteriormente a la incubación

con el anticuerpo secundario se lavó la membrana con agitación 3 veces por un

periodo de 10 min cada una. Se lavó una vez con agua desionizada durante 5 min.

La membrana se colocó en una superficie de acetato y se aplicó la solución Sustra-

to ImmobilonTM quimioluminiscente de HRP para transferencias (Merk Millipore)

como lo indica la gúıa del uso para el ImmobilonTM Western Chemiluminescent

HRP Substrate. Para la documentación de las imágenes se utilizó el fotodocumen-

tador ChemiDocTM MP System (Biorad Laboratories). La densitometŕıa se realizó

con el programa ImageJ.

Tabla 3.3 : Diluciones de anticuerpos primarios y secundarios
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5.6. Reactivos

En la tabla 3.4 se enlistan los reactivos usados en la metodóloǵıa aśı como su

marca y abreviatura según sea el caso.

Tabla 3.4: Lista de reactivos utilizados.

5.7. Análisis estad́ıstico

Para realizar el análisis estad́ıstico para más de dos grupos se realizó una nor-

malización respecto al veh́ıculo como control y se hizo un análisis de la varianza

de una v́ıa. Para determinar la significancia estad́ıstica entre los grupos se utilizó

la prueba protegida de los mı́nimos cuadrados de Fisher.

Para comparar más de dos grupos en un curso temporal con diferentes con-

centraciones se realizó un análisis de la varianza de 2 v́ıas y se utilizó la prueba

protegida de los mı́nimos cuadrados de Fisher para determinar significancia es-

tad́ıstica.
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Se consideró un resultado estad́ısticamente significativo cuando fue menor a p<

0.05. Se utilizó el programa Graph Pad Prisma, GraphPad Software, Incorporation.
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6

Resultados

6.1. Estandarización del cultivo C2C12

Con el objetivo de estudiar la v́ıa por medio de la cual la genistéına activa

la AMPK, se estandarizó los cultivos de la ĺınea celular para obtener miotúbulos,

ya que esta ĺınea celular de miotúbulos C2C12 es un modelo in vitro de músculo

esquelético y se ha usado para estudiar los efectos de diversos compuestos. Ini-

cialmente se evaluó 2 tipos de sueros que han sido descritos que estimulan las

diferenciación de mioblastos a miotúbulos [9]. Con este propósito, cuando las célu-

las sembradas llegaron a una confluencia mı́nima de 85 % se retiró el medio en que

proliferaron, se lavaron las células con 1 ml de PBS y se les colocó en los medios de

diferenciación reportados, cuya diferencia fue el uso de dos sueros: suero de caballo

al 2 % (HS2 %) o suero bovino fetal al 2 % (FBS2 %), en otros. De igual manera

se probó dos volúmenes de suero, colocándose dos o cuatro ml. Se documentó la

diferenciación mediante fotograf́ıas tomadas cada 2 d́ıas a a partir del d́ıa 0. Las

fotograf́ıas se tomaron con dos aumentos diferentes 4x y 10x.

Como se puede observar en la figura 6.1, las células se encontraron en una con-

fluencia de más del 90 %. En el d́ıa 0 de diferenciación las membranas individuales

de cada uno de los mioblastos se pueden distinguir, lo que indica que el proceso de

fusión y diferenciación aún no ha comenzado. Esta caracteŕıstica se puede observar

tanto en los pozos con HS como los que tienen FBS como suero de diferenciación.
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En el d́ıa 2 de diferenciación, se observó claramente el proceso de diferenciación

tanto en las células tratadas con HS2 % ó FBS 2 % (figura 6.2). Se observó con

un aumento de 4x la presencia de algunas fibras alargadas; con el aumento de 10x

en las dos condiciones se pudieron ver varias fibras alargadas lo que indica que el

proceso de diferenciación ya inició. Algo que se pudo observar es que las células

diferenciadas con HS tienen más fibras que aquellas tratadas con FBS.

En las fotograf́ıas tomadas con el objetivo 4x correspondiente al d́ıa 4 de dife-

renciación (figura 6.3), en las células diferenciadas con HS y dos ml de medio se

observó una gran cantidad de miotúbulos largos que se fusionaron en diferentes

direcciones; en cambio, en el pozo con HS y cuatro ml de medio la cantidad de

fibras fue menor. Este resultado también se observó en las fotograf́ıas tomadas con

el aumento 10x. Los pozos en los que se usó BFS tanto con dos como con cuatro

ml, hubo una gran cantidad de células diferenciadas en donde se observó una gran

abundancia de miotúbulos, que crecen en diferentes sentidos y con longitud con-

siderable. En las imágenes con un aumento de 10x se pudo observar con mayor

claridad el tamaño de los miotúbulos.

En el d́ıa 6 (figura 6.4) de diferenciación, las células en los pozos con BFS se

encontraron muy diferenciadas. Tanto en las fotograf́ıas con aumento de 4x como

con 10x se pude apreciar lo largo del tamaño de los miotúbulos además de la

cantidad que hay de los mismos. Esto se observó tanto la células diferenciadas

con dos o con cuatro ml. Las células diferenciadas con HS utilizando cuatro ml

de medio presentaron menos diferenciación que aquellas en el pozo con dos ml

de medio. Cuando se compararon las células diferenciadas con FBS con aquellas

diferenciadas con HS, las células incubadas con HS presentaron relativamente una

menor diferenciación que aquellas incubadas con SBF.

Se concluyó que la diferenciación se puede llevar a cabo tanto con HS 2 % como

con BFS 2 % y que esta depende en parte de la manipulación del usuario y del

cuidado de las mismas. También se demostró que la cantidad de medio no es de-

terminante para el proceso de diferenciación como se observa en la figura 6.4, en la

cuál tanto las células diferenciadas con dos y con cuatro ml de BFS se diferenciaron

de forma muy similar. Esto también se corroboró en ensayos posteriores.

Debido a que se observó que los dos sueros tienen la capacidad de diferenciar

a los mioblastos en miotúbulos C2C12 y que la cantidad de medio no es relevante

se decidió utilizar medio suplementado con HS 2 % con dos ml de medio.
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6.2. Relación entre distintas concentraciones de

genistéına, la fosforilación de AMPK y el

AMPc

Con el fin de evaluar si la fosforilación de la AMPK por efecto de la geńısteina

está relacionado con un incremento en el AMPc por la inhibición de la PDEs, en

miotúbulos C2C12, se evaluó el grado de fosforilación de AMPK en 4 condiciones

diferentes:

1. Miotúbulos C2C12 incubados con genistéına desde 0.1-300 µM durante 60

min.

2. Miotúbulos C2C12 incubados con IBMX 0.1-300 µM durante 60 min.

3. Miotúbulos C2C12 incubados con IBMX 300 µM durante 60 min y estimu-

lados con genistéına 0.1-300 µM 60 min.

4. Miotúbulos C2C12 incubados con forskolina 10 µM y 30 µM en una curva

de tiempo de 30, 45 y 60 min.

Para todos los ensayos de Western blot se utilizó a la gliceraldeh́ıdo 3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH) como protéına estructural para normalizar la abundan-

cia de la protéına de interés.

Inicialmente se realizó el Western blot a partir de la protéına que se extrajo de

miotúbulos C2C12 estimulados con genistéına durante 60 minutos con diferentes

concentraciones, con el objetivo de determinar el contenido de protéına de la fosfo

AMPK (pAMPK) y la AMPK total. El resultado se presenta en la figura 6.5 junto

con la densitometŕıa para la pAMPK.

Como se observa en el Western blot (figura 6.5) la fosforilación de AMPK au-

mentó con respecto al veh́ıculo cuando se estimuló con genistéına en un tiempo de

60 min en la mayoŕıa de las concentraciones, resaltando la banda correspondien-

te a la concentración de 0.3 µM. En la densitometŕıa se observa un incremento

estad́ısticamente significativo (p<0.05) en la fosforilación de la AMPK en con-

centraciones pequeñas entre 0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 µM. La mayor fosforilación se

observó cuando se utilizó una concentración de genistéına de 0.3 µM (figura 6.6).
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Figura 6.5: Concentración de protéına de la AMPK y la pAMPK en miotúbulos C2C12 tratados
con diferentes concentraciones de genistéına en un periodo de 60 min. Se muestra una imagen de
un gel representativo de 3 experimentos independientes.

Figura 6.6: Cuantificación de la pAMPK en diferentes concentraciones de genistéına de tres
experimentos independientes. Los asteriscos en la gráfica indican la significancia estad́ıstica
(p<0.05).Promedio± SD.

A concentraciones más altas de genistéına evaluadas (100 y 300 µM) el incre-

mento en la activación de AMPK no fue claro, lo que nos sugiere que el efecto de

la genistéına solo se observó en concentraciones menores.

Posteriormente se utilizó el compuesto IBMX ya que es un inhibidor de fosfo-

diesterasas, disminuyendo de esta manera la actividad sobre su sustrato, el AMPc.

Este inhibidor establece el papel que juega un incremento de AMPc sobre la fos-

forilación de AMPK. Con este propósito se incubaron miotúbulos C2C12 con el
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inhibidor de fosfodiesterasas IBMX durante un peŕıodo de 60 min, se lavaron las

células con PBS, se lisaron las células con amortiguador de lisis y se extrajo la

protéına. Se evaluó por Western blot la abundancia de la AMPK, y su grado de

fosforilación con anticuerpos que detectan a la pAMPK.

Como se puede observar en la figura 6.7 la fosforilación de la AMPK aumentó

significativamente (figura 6.8). A concentraciones de IBMX de 10, 30 y 100 µM se

observó una mayor fosforilación de la AMPK.

Figura 6.7: Concentración de protéına de la AMPK y la pAMPK en miotúbulos C2C12 tratados
con diferentes concentraciones de IBMX en un periodo de 60 min. Se muestra una imagen de un
gel representativo de 3 experimentos independientes.

Figura 6.8: Cuantificación de la pAMPK en diferentes concentraciones de IBMX de tres
experimentos independientes. Los asteriscos en la gráfica indican la significancia estad́ıstica
(p<0.05).Promedio± SD.
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Con el fin de comprobar que la magnitud de esta fosforilación puede incre-

mentar cuando se inhiben las fosfodiesterasas con el IBMX y se estimula con la

genistéına se realizaron ensayos en los que los miotúbulos C2C12 se incubaron con

IBMX 300 µM durante 60 min y posteriormente se estimularon con genistéına en

un rango de concentración de 0.1-300 µM durante 60 min. Se realizó el Western

blot para la pAMPK.

En el Western blot de la figura 6.9 se observó que existió una tendencia hacia

aumentar la fosforilación de la AMPK cuando se comparó las muestras tratadas

con ambos compuestos, IBMX y genistéına contra el control tratado solo con el

inhibidor a una concentración de 300 µM. Esta tendencia se observó en la mayoŕıa

de las concentraciones de genistéına, sin embargo, este incremento fue sólo signi-

ficativo (p<0.05) en las muestras en las que las células fueron incubadas con 300

µM de IBMX y se estimuladas con 10 µM de genistéına (figura 6.10).

Figura 6.9: Concentración de protéına de la AMPK y la pAMPK en miotúbulos C2C12 tratados
con IBMX 300 µM y estimuladas con diferentes concentraciones de genistéına. El tiempo de
est́ımulo fue de 60 min con el inhibidor y se agregó genistéına por 60 min más. Se muestra una
imagen de un gel representativo de 3 experimentos independientes.
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Figura 6.10: Cuantificación de tres experimentos independientes de la pAMPK en miotúbulos
C2C12 incubados con IBMX 300 µM y estimuladas con genistéına en diferentes concentraciones.
Los asteriscos en la gráfica indican la significancia estad́ıstica (p<0.05).Promedio± SD.

También se usó como estimulador de la respuesta a la forskolina, la cual es un

activador ya conocido de adenilato ciclasa. Cuando se estimula con este compuesto,

se ha demostrado que se elevan las concentraciones de AMPc, por lo que se evaluó la

fosforilación de la AMPK en respuesta a la forskolina para demostrar y evidenciar

que el incremento de AMPc estimula la fosforilación de la AMPK como se ha

sugerido previamente [9].

Se realizó un ensayo en el cual se estimularon los miotúbulos C2C12 con forsko-

lina en dos concentraciones diferentes 10 y 30 µM, se realizó una curva de tiempo

en la que se evaluó la fosforilación de AMPK al inicio, 30, 45 y 60 minutos después

del est́ımulo. Después de los tiempos de est́ımulo, se lisaron las células, se extrajo

la protéına, se cuantificó y se realizó el análisis de la AMPK y la pAMPK por

Western blot.

Como se puede observar en la figura 6.11 la fosforilación de la AMPK se incre-

mentó cuando las células se estimularon con forskolina 30 µM siendo la activación

notoria a un tiempo de est́ımulo de 45 y 60 min.
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Figura 6.11: Concentración de protéına de la AMPK y la pAMPK en miotúbulos C2C12 tratados
con forskolina 10 y 30 µM en un periodo de 30, 45 y 60 min. Se muestra una imagen de un gel
representativo de 3 experimentos independientes.

Se graficó un curso temporal con la densitometŕıa para todas las muestras. Se

calculó el área bajo la curva por el método trapezoidal para todos los puntos (figura

6.12). En la gráfica de área bajo la curva se observó que la concentración de 30

µM de forskolina incrementó la fosforilación de la AMPK de manera significativa

(p< 0.05), en comparación con aquellas células que fueron estimuladas con solo

veh́ıculo. En la misma gráfica se observa que el est́ımulo de 10 µM de forskolina

no aumentó la activación de la AMPK cuando se comparó con el veh́ıculo, ya que

no hubo diferencia entre el veh́ıculo y este tratamiento de forskolina.

Figura 6.12: Cuantificación de la pAMPK de miotúbulos C2C12 estimulados con 10 y 30 µM de
forskolina en un periodo de 30, 45 y 60 min de tres experimentos independientes. Los asteriscos
en la gráfica indican la significancia estad́ıstica (p<0.05) Promedio± SEM. Abreviaturas: AUC:
área bajo la curva.
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En la figura 6.13 se presenta el curso temporal de cada una de las concen-

traciones de forskolina y el veh́ıculo en todos los tiempos. Se realizó un análisis

de ANOVA de 2 v́ıas y se observó que existió una significancia estad́ıstica (p<

0.05) respecto al tiempo y al tratamiento, al hacer el análisis post hoc el resultado

reveló que cuando se comparó el valor basal con el de las muestras estimuladas

con forskolina 30 µM, este resultó significativamente diferente a los 45 y 60 min

después del estimulo, y con 10 µM solo a los 60 min, lo que indica que bajo estas

condiciones de concentración de forskolina y en estos tiempos se incrementó la

fosforilación de la AMPK.

ı

Figura 6.13: Curva temporal de la pAMPK de miotúbulos C2C12 estimulados con 10 y 30 µM de
forskolina en un periodo de 30, 45 y 60 min de tres experimentos independientes. Los asteriscos
en la gráfica indican la significancia estad́ıstica (p<0.05). Promedio± SEM
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6.3. Determinación de fosfodiesterasas en la Ĺınea

celular C2C12. Posible blanco de la genis-

téına

Como se ha mencionado anteriormente la genistéına podŕıa ser un inhibidor

de fosfodiesterasas y por esta v́ıa elevar el AMPc. Realizando una revisión en la

literatura se buscó cuáles fosfodiesterasas están presentes en los diferentes tipos

celulares. Particularmete en músculo esquelético se ha descrito que las fosfodieste-

rasas 7A1 (PDE7A1) y 7A2 (PDE7A2) son muy espećıficas de este tejido además

de presentar muy alta espeficidad por AMPc [33, 34]. Debido a que la ĺınea celular

que se utilizó es una linea de músculo esquelético, existe una gran posibilidad de

que se expresen en miotúbulos C2C12. Adicionalmente, otra fosfodiesterasa que

podŕıa intervenir en este proceso es la fosfodiesterasa 3A (PDE3A); esta fosfos-

diesterasa está presente en el músculo liso y existe un estudio que indica que esta

se puede expresar en la ĺınea celular de miotúbulos C2C12 [35]. Sin embargo, fue

necesario demostrar cuál de estas fosfodiesterasas está presente en los miotúbulos

C2C12.

Con este propósito, primero se trató de identificar si en los miotúbulos de

las células C2C12 estaba presente alguno de estos miembros de la familia de las

fosfodiesterasas. Se analizó por qPCR la abundancia para algunos de los mRNA

de estas enzimas. En la figura 6.14 se muestra la curva de amplificación del qPCR

realizado mediante SYBER green para la fosfodiesterasa 3A, esta determinación

se hizo a partir del RT-PCR de muestras de RNA de células de miotúbulos C2C12.

Se observó claramente que el mRNA de la fosfodiesterasa 3A se expresa en esta

ĺınea celular. La eficiencia de la reacción del qPCR para fosfodiesterasa 3A fue de

1.89.
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(a) (b)

Figura 6.14: (a): Curva de amplificación de Fosfodiesterasa 3A (PDE3A) en miotúbulos
C2C12,(b):Gráfica de Curva estándar para Fosfodiesterasa 3A (PDE3A).

Cuando se realizó el PCR cuantitativo por SYBR green para la fosfodiesterasa

7A1 y 7A2 en miotúbulos C2C12 se observó que el mRNA de PDE7A1 también se

expresa en miotúbulos C2C12 (figura 6.15). La eficiencia de la reacción del qPCR

para fosfodiesterasa 7A1 fue de 2.08.

(a) (b)

Figura 6.15: (a): Curva de amplificación de Fosfodiesterasa 7A1 (PDE7A1) en miotúbulos
C2C12,(b):Gráfica de Curva estándar para Fosfodiesterasa 7A1 (PDE7A1).

De igual manera se realizó la cuantificación por qPCR-SYBR green para la iso-

forma 2 de la fosfodiesterasa 7A, y los resultados fueron similares a los observados

para las otras fosfodiesterasas analizadas como se presenta en la figura 6.16. La

eficiencia de la reacción del qPCR para fosfodiesterasa 7A2 fue de 1.77.
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(a) (b)

Figura 6.16: (a): Curva de amplificación de Fosfodiesterasa 7A2 (PDE7A2) en miotúbulos C2C12,
(b):Gráfica de Curva estándar para Fosfodiesterasa 7A2 (PDE7A2).

Con el fin de evaluar si la expresión de los genes ya medidos no cambia entre

pozos de un mismo pase y entre pases celulares ya diferenciados (ya que se ha

informado que la expresión puede cambiar dependiendo de la manipulación [43]),

se determinó la expresión de muestras de diferentes pozos y de diferentes pases

celulares de miotúbulos C2C12 sin ningún tratamiento. Como se observa en la

figura 6.17 no hubo diferencia en la expresión de las fosfodiesterasas entre las

muestras cuando se evaluó cada uno de los genes, lo que indicó que la expresión

no vaŕıo entre muestras de un mismo pase y muestras de pases diferentes.

Al comparar la abundancia de mRNA de las distintas fosfodiesterasas se de-

mostró que śı existe diferencia significativa (p<0.05) entre la expresión de genes de

las fosfodiesterasas, siendo la fosfodiesterasa 3A la que más se expresó en la ĺınea

celular con respecto a la 7A1 y 7A2 (figura 6.18).
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Figura 6.17: Cuantificación de dos experimentos independientes de la expresión génica de fosfo-
diesterasas 3A, 7A1 y 7A2 en miotúbulos C2C12. Promedio± SD.

Figura 6.18: Cuantificación de dos experimentos independientes de la expresión génica de fosfo-
diesterasas 3A, 7A1 y 7A2 en miotúbulos C2C12. Promedio± SD.

También se determinó la abundancia de estas fosfodiesterasas a nivel de la

protéına en los miotúbulos C2C12 por medio de análisis de Western blot. Con

respecto a la PDE 3A, el análisis por Western blot reveló la presencia de una banda

con una masa molecular aproximadamente 125 kDa (figura 6.19), que corresponde

con la masa reportada para la PDE 3A. La protéına está presente en cantidades

importantes, lo que la puede convertir en el blanco principal de la genistéına.
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Figura 6.19: Western blot de la protéına PDE3A en miotúbulos C2C12 sin ningún est́ımulo. Se
utilizaron muestras diferentes de las células sin tratamiento para demostrar su presencia.

Posteriormente se evaluó la presencia de protéına de fosfodiesterasas 7A1 y

7A2. Primero, se evaluó la abundancia de esta protéına en músculo esquelético

de ratones adultos, en donde se ha descrito que está presente y que sirvió como

control positivo. Es importante mencionar que el anticuerpo utilizado reconoce las

2 isoformas de la fosfodiesterasa 7A.

Como se puede observar en el análisis por Western blot se encontró que las

dos isoformas están presentes en todas las muestras de músculo esquelético (figura

6.20). La masa molecular para estas protéınas fue de aproximadamente 50 kDa

para la isoforma 2 y 57 kDa para la isoforma 1, lo cual corresponde a lo reportado

para estas protéınas.

Figura 6.20: Western blot de la protéına PDE7A1 y PDE7A2 en músculo esquelético de ratones
adultos. Se utilizaron muestras de 4 ratones diferentes (R1-R4) en dos cantidades (20 y 30 µgr)
para demostrar su presencia en el músculo esquelético.

Interesantemente, al realizar el análisis por Western blot de estas isoformas

de la fosfodiesterasa 7A en miotúbulos C2C12 usando como control positivo la

protéına del músculo esquelético, no se detectó su presencia. En el análisis (figura

6.21) solo se aprecia que la fosfodiesterasa 7A1 y A2 se ven presentes en el control

positivo correspondiente a la protéına de músculo esquelético, lo que sugiere que

estas isoformas, por algún mecanismo desconocido no se traducen a protéınas en

la ĺınea celular de miotúbulos C2C12, lo que requiere de estudios adicionales para
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establecer este posible mecanismo.

Para corroborar que estas protéınas no se encuentra en los miotúbulos C2C12

se realizó una curva de protéına con 30, 40 y 50 µgr usando el control positivo.

Como se observa en la figura 6.22, en el control positivo se vió claramente la

presencia de la fosfodiesterasa 7A1, mientras que los carriles correspondientes a la

muestras de protéına de los miotúbulos, se observó unas bandas extremadamente

tenues, re-enfatizando un posible mecanismo de regulación pretraduccional, como

podŕıa ser los micro RNA espećıficos. Más estudios son requeridos para describir

esta regulación.

Figura 6.21: Western blot de la protéına PDEA1 y PDE7A2 en miotúbulos C2C12 sin ningún
est́ımulo. Se utilizaron muestras diferentes de las células sin tratamiento para demostrar su
presencia. Se usó la protéına del músculo esquelético de ratones como control positivo.

Figura 6.22: Western blot de la protéına PDEA1 en miotúbulos C2C12 sin ningún est́ımulo. Se
utilizaron muestras de diferentes células sin tratamiento y una curva de protéına de 30, 40 y 50
µgr para demostrar su presencia o ausencia. Se usó la protéına del músculo esquelético de ratones
como control positivo.

A pesar que las tres fosfodiesterasas se expresan en la ĺınea celular pero no se

traduce la fosfodiesterasa 7A1 y A2, la evidencia sugiere que la principal fosfodies-

terasa que podŕıa estar potencialmente involucrada en el mecanismo de regulación

de las concentraciones de AMPc por genistéına es la fosfodiesterasa 3A. Se están

conduciendo estudios en el laboratorio para establecer su potencial importancia en

el mecanismo de la acción de la genistéına.
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6.4. Determinación del contenido de protéına del

receptor GPR30 en respuesta a la genistéına

en miotúbulos C2C12. Posible mediador de

los efectos de la genistéına

Como ya se ha mencionado, otra protéına por la cual podŕıan estar mediados los

efectos de la genistéına es el receptor GPR30. Se conoce que el receptor GPR30 se

expresa en muchos tejidos, sin embargo, al inicio de este trabajo no se encontraron

estudios que demuestren su presencia en los miotúbulos C2C12, por lo que se

inició la exploración de este mecanismo potencial estableciendo su presencia por

medio de análisis por Western blot en estas células. Se utilizó las muestras de

las células que fueron estimuladas con genistéına. Primeramente, se demostró que

estas células expresaron este receptor (figura 6.23). Inesperadamente, se observó

que la adición de genistéına en el medio a una concentración de 0.1 y 0.3µM, elevó

significativamente la abundancia de este receptor (figura 6.24). Es necesario realizar

más estudios para determinar el significado de este hallazgo, con el propósito de

corroborar si el GPR30 está involucrado en la ruta de estudio.

Figura 6.23: Concentración de protéına de GPR30 en miotúbulos C2C12 tratados con diferen-
tes concentraciones de genistéına en un periodo de 60 min. Se muestra una imagen de un gel
representativo de 3 experimentos independientes.
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Figura 6.24: Cuantificación de el GPR30 en miotúbulos C2C12 tratados con diferentes concen-
traciones de genistéına de tres experimentos independientes. Los asteriscos en la gráfica indican
la significancia estad́ıstica (p<0.05).Promedio± SD.
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7

Discusión

En años recientes se ha establecido que los fitoestrógenos juegan un papel im-

portante en el control de la obesidad y la diabetes. Se sabe que en modelos animales

el consumo de la protéına de soya, la cual contiene las isoflavonas, disminuye la

cantidad de triglicéridos y colesterol circulantes, además de disminuir la cantidad

de grasa almacenada en el h́ıgado y el músculo [9, 10, 11]. En estudios en humanos,

se ha comprobado que la protéına de soya disminuye la resistencia a la insulina, la

hiperglucemia y la hipertrigliceridemia [5].

Ya que actualmente se sabe que los compuestos que aportan beneficios a la salud

son las isoflavonas como la genistéına, se han enfocado esfuerzos con el objetivo de

determinar los mecanismos por los cuales se llevan a cabo estos efectos metabólicos

que contribuyen a aminorar o mejorar ciertas condiciones de estos padecimientos

crónicos.

Se ha demostrado en modelos experimentales en roedores que uno de los efectos

que tiene la genistéına es la de disminuir la resistencia a la insulina en animales

con obesidad. El mecanismo establecido en parte para mejorar la sensibilidad a

la insulina es por medio del aumento en la oxidación de ácidos grasos en músculo

esquelético. Los estudios en el laboratorio han demostrado que este efecto esta

mediado por un incremento en la oxidación de ácidos grasos a través de un au-

mento de la actividad mitocondrial y del incremento en la expresión de genes de la

β-oxidación y la termogénesis. Cuando los animales consumen genistéına se incre-

menta la fosforilación de la AMPK, lo que inicia la activación de los mecanismos
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oxidativos [9]. Para poder estudiar este proceso, en el presente trabajo se estanda-

rizó un modelo in vitro de músculo esquelético con la ĺınea celular de miotúbulos

C2C12.

Se utilizaron dos sueros diferentes con medio DMEM alto en glucosa para

diferenciar mioblastos en miotúbulos. Se usó suero de caballo (HS) en una concen-

tración del 2 % y suero bovino fetal (BFS) en el mismo porcentaje. Se utilizaron

dos y cuatro mililitros para llevar a cabo el proceso de diferenciación, el cual se

documentó cada dos d́ıas con fotograf́ıas desde el d́ıa 0 hasta el d́ıa 6 de dife-

renciación. Se observó que para el caso de HS 2 %, las células en el segundo d́ıa

de diferenciación ya mostraban estructuras similares a miotúbulos sin importar la

cantidad de medio, mientras que en las células diferenciadas con BFS, la cantidad

de túbulos fue menor en ambas células tanto las diferenciadas con dos ml como

las diferenciadas con cuatro ml. Sin embargo, al d́ıa 4 de diferenciación las células

diferenciadas con BFS presentaron gran cantidad de miotúbulos con una conside-

rable longitud en ambas condiciones (dos y cuatro ml). Las células diferenciadas

con HS presentaban menos cantidad de miotúbulos.

Al d́ıa 6 las células diferenciadas con HS y cuatro ml se encontraron menos

diferenciadas que las células diferenciadas con dos ml de HS y que las diferenciadas

con BFS. La diferenciación con HS y dos ml fue menor que la diferenciación de las

células tratadas con FBS pero mucho más notoria que en las células difrenciadas

con HS y cuatro mililitros. Esto sugiere que la diferenciación se puede llevar a cabo

con ambos sueros como se ha descrito previamente [44, 9].

Actualmente se sabe que la genistéına tiene diversos efectos y se ha comprobado

que estos efectos vaŕıan dependiendo de la concentración en la que se utilice [45, 7].

Para estudiar el efecto de la genistéına se realizó una curva de concentraciones y

se estimuló a miotúbulos C2C12. Los resultados sugieren que a concentraciones

menores a 30 µM la activación de AMPK es clara a los 60 min del est́ımulo; la

concentración que más incrementa la fosforilación es de 0.3 µM. Se corroboró que

a una concentración de 10 µM se incrementa la fosforilación en miotúbulos C2C12

como se ha reportado anteriormente en esta ĺınea celular y en otros tejidos [46, 9].

La activación de AMPK es mucho menor a concentraciones iguales o mayores a de

100 µM. Se ha reportado que la gensitéına tiene un efecto bifásico [7] y un aspecto

importante a considerar es la concentración que se utiliza, como se pudo observar en
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este estudio. Este efecto bifásico se puede deber a que a diferentes concentraciones

los mecanismos y blancos de la genistéına podŕıan ser diferentes y por lo tanto

los efectos vaŕıan dependiendo de las concentraciones en los tratamientos. Este

efecto de la genistéına solo se ha observado en cáncer, en donde a concentraciones

pequeñas el mecanismo por el cuál actúa es diferente al involucrado cuando se usa

en altas concentraciones sin cambiar el contexto celular.

Un posible mecanismo por el cual la genistéına podŕıa activar a la AMPK es

la elevación del AMPc, ya que se ha descrito que la genistéına puede incrementar

las concentraciones de este segundo mensajero en la ĺınea celular de miotúbulos

C2C12 [9]. Con el fin de estudiar este mecanismo, se realizaron varios ensayos

utilizando estimuladores e inhibidores de enzimas involucradas en la producción

de AMPc. Se usó IBMX como inhibidor de fosfodiesterasas y se estudió si la AMPK

se fosforila en miotúbulos C2C12 en la presencia de este inhibidor. Como se pudo

observar, la fosforilación ocurre tanto en concentraciones pequeñas (0.3 µM) como

en concentraciones más altas (100 µM); sin embargo la concentracion IC50 (Ki)

de este inhibidor es de 19 a 32 µM [47] y no se puede establecer claramente si a

una concentración de 0.3µM de IBMX inhibe a las fosfodiesterasas de una manera

completa.

Ya que se ha descrito que la genistéına podŕıa funcionar como inhibidor de

fosfofdiesterasas [35, 36], se evaluó si los efectos del IBMX y la genistéına son

aditivos. Los resultados obtenidos en este estudio indican que la fosforilación de

la AMPK tiende a incrementar cuando se incuban miotúbulos C2C12 con IBMX

a una concentración de 300 µM (60 min) en presencia de genistéına a distintas

concentraciones (0.1 µM-100 µM después de 60 min de incubación). No obstante,

esta tendencia no es significativa para casi ninguna de estas concentraciones.

Debido a que los resultados utilizando el IBMX requieren aún confirmarse, en

la actualidad se está trabajando con shRNA para fosfodiesterasas presentes en esta

ĺınea celular con el fin de observar una respuesta más óptima de la fosforilación de

AMPK en presencia de la genistéına.

Otra estrategia utilizada para estudiar si la estimulación por AMPc incrementa

la fosforilación de AMPK fue el utilizar la forskolina, un activador de la adenilato

ciclasa. Se observó que las células incubadas con 30 µM tuvieron un incremento

significativo de la fosforilación de AMPK a un tiempo de incubación de 60 min.
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Esta respuesta es similar a la observada en estudios previos con esta ĺınea celular

y con adipocitos [9, 48]. Para poder confirmar si el AMPc esta involucrado en esta

activación de AMPK en la actualidad se está trabajando con miotúbulos C2C12

incubados con un análogo de AMPc, el 8-bromoadenosina monofosfato 3’5’ ćıclico

(8-bromo AMPc), para establecer más claramente la importancia del AMPc en

este mecanismo de activación por genistéına.

Como ya se ha mencionado, se ha documentado que la genistéına puede ser un

inhibidor de fosfodiesterasas. Debido a esto, se determinó tanto la expresión como

el contenido de protéına de fosfodiesterasas.

Ya que la ĺınea celular utilizada, la C2C12, es un modelo in vitro de músculo

esquelético, se investigó en estudios anteriores cuáles fosfodiesterasas se expresan

en muscúlo esquelético y músculo liso que pudieran estar presentes en los miotúbu-

los C2C12 [49, 50, 33, 34]. Con este fin se determinó particularmente la expresión

de las fosfodiesterasa 3A, y la fosfodiesterasa 7A para la isoforma 1 y 2, las cuales

están presentes en músculo. Interesantemente, se observó la presencia de mRNA

para las tres fosfodiesterasas en la ĺınea celular, siendo la fosfodiesterasa 3A la que

más expresa de las tres isoenzimas. De las fosfodiesterasas 7A1 y 7A2 su mRNA se

expresa en la misma proporción. Sin embargo, cuando se determinó la abundan-

cia proteica de las fosfodiesterasa 3A, 7A1 y 7A2 en la ĺınea celular miotúbulos

C2C12, se observó que la fosfodiesterasa 3A śı se traduce de manera abundante

en la ĺınea celular mientras que para las fosfodiesterasas 7A1 y 7A2 su abundancia

es extremadamente baja, lo que indica que a pesar de que existe una expresión de

esta enzima existe un mecanismo que inhibe su traducción en estas células.

Se ha encontrado que en los miotúbulos C2C12 la fosfodiesterasa 3A representa

una parte de la actividad total de las fosofdiesterasa de la ĺınea celular [35]. Con

base en esta evidencia, se sugiere a partir del presente trabajo que el posible efecto

de la genistéına sobre las fosfodiesterasas, sea sobre la 3A. Aunque no es parte

de este proyecto, resulta interesante el conocer que mecanismo regula a la baja a

la traducción de la fosfodiesterasa 7A1 y 7A2, en donde posiblemente exista un

microRNA que establezca esta función.

Debido a la evidencia que apunta a que la genisteina eleva el AMPc y a la

interacción que tiene la genistéına con receptores de estrógenos, se ha sugerido que

un receptor también podŕıa estar involucrado en la interacción de la genistéına con
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la activación de la AMPK, y un posible blanco podŕıa ser el receptor GPR30. Se

ha reportado principalmente en células cancerosas la importancia de este receptor

como mediador de los efectos de la genistéına. [51, 41, 42].

Antes de iniciar este trabajo no se encontraron estudios que indicaran que la

ĺınea celular C2C12 expresara este receptor, por lo que se determinó la presencia de

la protéına de GPR30 en la ĺınea celular diferenciada y claramente se observó que

GPR30 se encuentra en esta ĺınea celular, hallazgo que se reportó posteriormente

[37].

Se evaluó si el contenido de protéına de GPR30 cambia en respuesta al est́ımulo

de la genistéına. Los resultados indicaron que a concentraciones entre 0.1 µM y 0.3

µM el contenido de esta protéına incrementa. Se ha reportado mediante ensayos

de competencia con estradiol que la genistéına śı interactúa con este receptor y

que la concentración IC50 (Ki) con respecto a su ligando endógeno es de 133 nM =

0.133 µM. El porcentaje de unión de la genistéına fue del 13 % con respecto al 17β

estradiol [52]. Esta concentración coincide con las concentraciones de genistéına

reportadas en este trabajo en las cuales se produjo una elevación en el contenido

del receptor aśı como un incremento de la fosforilación de AMPK.

Con base en los resultados obtenidos, se propone evaluar el papel de GPR30

sobre la fosforilación de la AMPK por la genistéına, silenciando y sobre-expresando

el receptor en la ĺınea celular y evaluando la fosforilación en presencia de genistéına.

Un aspecto que no se abordó en este estudio en relación a GPR30 es su ubi-

cación celular. Ya que se ha descrito que su ubicación celular es diversa y se ha

observado que el receptor puede cambiar dicha localización celular en respuesta a

un est́ımulo de estrógenos en ensayos con esta ĺınea celular[53, 37], se considera

importante determinar la localización celular del receptor en la ĺınea celular de

miotúbulos C2C12 y si esta localización cambia en respuesta a la genistéına.

Otro aspecto a considerar en esta ruta de señalización es que se ha sugerido,

mediante modelos computacionales, que la genistéına podŕıa interactuar con la

enzima adenilato ciclasa [32]. Esto seŕıa una posible alternativa para explicar cómo

se da la fosforilación de AMPK por el efecto de la genistéına en los miotúbulos

C2C12.
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Conclusiones

En la figura 8.1 se resumen los resultados obtenidos en este trabajo aśı como

las posibles perspectivas del mismo.

1. Los miotúbulos C2C12 se pueden obtener diferenciando con suero de caballo

o con suero bovino fetal independientemente de la cantidad de medio.

2. La genistéına promueve la fosforilación de AMPK en concentraciones meno-

res a 30 µM y esta fosforilación está relacionada a la producción de AMPc a

través de diversos mecanismos.

3. El incremento de la actividad de la adenilato ciclasa, estimula la fosforilación

de AMPK en miotúbulos C2C12.

4. Uno de los mecanismos de activación de la AMPK en respuesta al tratamiento

con genistéına para estimular la producción de AMPc podŕıa ser a través de

la inhibición de la fosfodiesterasa 3A en los miotúbulos C2C12.

5. Otro mecanismo que podŕıa promover la fosforilación de la AMPK en res-

puesta a la genistéına puede estar mediado por un incremento en la expresión

de GPR30 en los miotúbulos.
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Figura 8.1: Posibles rutas que intervienen en la fosforilación de AMPK en respuesta al est́ımulo de
la genistéına. La inhibición de fosfodiesterasas y la activación de adenilato ciclasa promueven la
fosforilación de AMPK lo que implica que el AMPc está involucrado en la ruta. La fosfodisterasa
que podŕıa estar involucrada en este mecanismo es la 3A ya que la fosfodiesterasa 7A1 y 7A2
se expresa solo a nivel de mensajero. La genistéına podŕıa estar promoviendo la activación de
AMPK mediante la producción de AMPc ya sea por el incremento en la expresión de el GPR30,
ó la inhibición de PDE3A.
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