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1.- Introduccion:

El sindrome metabdlico (SM) es el conjunto de factores metabdlicos que va a aumentar el
riesgo a padecer enfermedades cardiovasculares. Para dar el diagnéstico de sindrome

metabdlico se debe contar con al menos 3 de los siguientes factores (1) :

o Obesidad abdominal definida por una circunferencia de cintura mayor a 80 cm en

mujeres y mayor a 90 cm en hombres (2).
e Presion arterial elevada definida con valores mayores o iguales que 130/85 mm/Hg.
e Alteracién en la concentracion de glucosa en ayuno por arriba de 100 mg/dL.

e Concentraciones de lipoproteinas de alta densidad por debajo de 40 mg/dL en
hombres y 50 mg/dL en mujeres.

e Concentraciones de triglicéridos por arriba de 150 mg/dL.

El sindrome metabdlico esta relacionado con el sobrepeso y la obesidad; el sobrepeso se
clasifica cuando el indice de Masa Corporal (IMC) es mayor a 25 y menor a 30, y la obesidad
se clasifica con un IMC igual o mayor a 30 (3) (4). Esta patologia es causada por un
desbalance energético cronico entre lo que se consume con lo que se gasta, ademas este

sindrome, junto con la obesidad se asocian a la resistencia a la insulina (RI).

1.1.- Resistencia la insulina
En el SM y la obesidad hay una mayor acumulacion de lipidos en el interior de tejidos no

adiposos (lipotoxicidad), como el musculo esquelético (ME), esto va a ocasionar una
disminucién en la oxidacién de lipidos (5). EI ME ademas es el responsable del 20% del
metabolismo de glucosa en reposo, pero bajo el estimulo de la insulina se vuelve el
responsable de alrededor del 80% de la captacion de glucosa, la cual va a ser almacenada
principalmente en forma de glucégeno. Esto le va a conferir responsabilidad en el desarrollo
de la RI, la cual esta definida como la incapacidad de los tejidos de responder a la accion
de esta hormona (6). Ademas el masculo esquelético representa alrededor del 40% del
peso corporal en humanos siendo asi el principal lugar para la oxidacién de lipidos y de la

accion periférica de la insulina (7).



Las acciones de la insulina se llevan a cabo mediante cascadas de sefalizacion intracelular,
y el primer paso para ejercer su funcion es la fosforilacién del receptor de insulina en
residuos de tirosina. Por un lado, se van a llevar a cabo una serie de reacciones que
activaran en el nacleo factores de transcripcion que permitirdn la regulacion de eventos
metabdlicos (8). Por otro lado, una vez fosforilado el receptor de insulina, este, va a fosforilar
al fosfatidil inositol 2 fosfato para formar al fosfatidil inositol 3 fosfato, el cual va a activar a
la proteina AKT generando la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT 4) hacia
la membrana y de esta manera permitir la entrada de glucosa al interior de la célula, tal y

como se observa en la Figura 1 (5).
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Pero como ya se mencion6 anteriormente la lipotoxicidad va a afectar esta cascada de
sefializacion, los diferentes tipos de lipidos van a inhibir diversas partes de la seccion como

se observa en la figura 2:

Figura 2 Efecto de lipidos en la
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Como se observa en la Figura 2, los diacilgliceroles van a activar a la proteina cinasa c y
esta va a inhibir al fosfatidil inositol 3 fosfato y las ceramidas van a inhibir la traslocacion del
transportador de glucosa 4. Todo esto generard un ciclo de retroalimentacion positiva,
puesto que a mayor lipotoxicidad, mayor resistencia a la insulina, y a mayor resistencia a la

insulina, menor uso de lipidos y por lo tanto mayor lipotoxicidad.

1.2.- Inflexibilidad metabdlica
Otro de los efectos que se observan durante la obesidad y el SM es una disfuncién

mitocondrial, la cual va a afectar el metabolismo energético, su efecto se reflejara
principalmente en el musculo, el cual, como se mencioné anteriormente, es el principal
tejido activo metabdlicamente, y este efecto se va a traducir en una inflexibilidad metabdlica,
que se define como: la incapacidad del ME de responder o cambiar de sustrato energético
(glucosa/lipidos) como fuente de energia en diferentes estados fisiologicos (9) (10) (11).

La inflexibilidad metabdlica a su vez puede ser una de las causantes de la lipotoxicidad
como se menciono anteriormente y fomenta la acumulacion de ceramidas y diacilgliceroles

debido a una disminucion en la oxidacion de acidos grasos.

Para poder determinar el sustrato energético que se esta utilizando es necesario determinar
el consumo de oxigeno (VO3y) y el consumo de dioxido de carbono (VCO,) a través de una

calorimetria indirecta.

Para poder determinar el tipo de sustrato que se esta utilizando se determina el coeficiente
respiratorio el cual corresponde al cociente del diéxido de carbono producido, entre el
oxigeno consumido. Cuando el coeficiente respiratorio es igual a 1 indica que se estan
utilizando hidratos de carbono, cuando es 0.7 indica la utilizacion de grasas, particularmente
de acidos grasos, y si es de 0.82 indica la utilizacién de proteinas, mientras que un valor de

alrededor de 0.85 indica la utilizacién de una combinacion de los sustratos(12).
Los valores para los macronutrimentos se determinaron asi:

Para los hidratos de carbono, la glucosa obtiene el siguiente valor (13):
CeH1206 + 60, > 6 CO2+ 6 H,0 =6C0O, /60, =1

Para los lipidos, tomando como ejemplo al &c palmitico se obtiene el siguiente valor (13):
C16H3202 + 23 02 — 16 CO? + 16 H,O = 16C0O, / 230,=0.69

Para las proteinas, tomando como ejemplo la albimina se obtiene el siguiente valor (13):
C72H112N202,S + 770, — 63C0O2 + 38 H,0 + SO3 + 9 CO (NH2)2-63 CO, /77 O, =0.82



1.3.- Lipotoxicidad
Asi mismo, durante la obesidad el tejido adiposo pierde la capacidad de almacenar el

exceso de energia de la dieta en forma de triglicéridos. Por lo tanto, existe un aumento
eventual en la cantidad de acidos grasos libres (AGL) en la circulacion (9). Los cuales, en
condiciones normales, se oxidan en el ME en respuesta a la estimulacion de la leptina,
hormona sintetizada y secretada por el tejido adiposo, la cual tiene un efecto tanto periférico
como central. Las principales funciones de la leptina son la regulacion de la ingesta de

comida, gasto energético, metabolismo, ejes neuroendocrinos y sistema inmune (14).

Las concentraciones plasmaticas de leptina van a estar relacionados proporcionalmente a
la cantidad de tejido adiposo. Algunos de los reguladores que van a jugar un papel
importante en su sintesis son la insulina, los glucocorticoides y las citocinas proinflamatorias

las cuales van a estimular su produccion (14) (15).

Otro de los efectos que tiene la leptina es a nivel de hipotalamo, en donde se localizan sus
receptores principalmente en el ndcleo arcuato. En este nacleo del hipotdlamo existen dos
tipos de neuronas, las de proopiomelanocortina (POMC) y las proteinas relacionadas a
agouti (AgRP). La leptina va a ejercer su efecto estimulando la sintesis de POMC, a partir
de la cual va a generar la hormona estimulante de a melanocitos (a-MSH). Por otro lado, la
leptina, va a inhibir al grupo de neuronas AgRP, asi como la expresion del neuropéptido Y,
los cuales tienen un efecto orexigénico. El resultado total de esto, sera una reduccioén de la
ingesta de comida, un aumento del gasto energético y una disminucion de la ganancia de
peso (15).

Como se observa en la Figura 3, la leptina va a estimular la oxidacién de los acidos grasos
al unirse a su receptor, que a su vez estimula a la enzima Janus cinasa 2 (JAK2).
Posteriormente, la JAK2 activa la proteina cinasa activada por adenosin monofosfato
(AMPK), que a su vez fosforila la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC) inhibiendo su
actividad. Al estar inhibida esta enzima, se va a reducir la concentracion de malonil CoA, el
cual es un inhibidor de la carnitina palmitoil transferasa 1, lo que conduce a un aumento de
la entrada de acidos grasos a la mitocondria en forma de acil-CoA, lo que estimula su
oxidacion (14) (16).
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El AMPK es una serina/treonina cinasa encargada de censar los niveles de energia y
adaptar el metabolismo a las variaciones nutricionales y ambientales. En general se
encuentra mayormente activado en tejido adiposo subcutaneo que en tejido adiposo
visceral. De igual manera se encuentra en concentraciones menores en personas con
resistencia a la insulina y sus concentraciones pueden variar por diversas circunstancias

fisiol6gicas (4).

Adicionalmente, el AMPK activado estimula al receptor nuclear activado por proliferadores
de peroxisomas alfa (PPAR a), al PPARYy y al coactivador 1 alfa del receptor activado por
proliferadores de peroxisomas gamma (PGC1 a) (17). El PPAR a es un regulador del
metabolismo de los lipidos, estd expresado en el tejido adiposo e higado y en ME
principalmente. EI PPAR a funciona como un sensor de lipidos en el higado activando
enzimas catabdlicas en estado de ayuno con el fin de suplir las demandas energéticas del
organismo (18). El PPARYy regula genes de la homeostasis celular, aumenta la expresion
de proteinas desacoplantes (UCP’s) ademas de que regula a la baja la leptina e inhibe la
expresion de genes que afectan de manera negativa la accion de la insulina (19). El PGC1
a es un regulador positivo de biogénesis mitocondrial, de la adaptacion termogénica y la
gluconeogénesis entre otras; se va a activar por diversos factores tales como ejercicio, frio
y ayuno. Ademas tendra un efecto en regular a la baja enzimas implicadas en la formacién

de especies reactivas de oxigeno (20).
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Sin embargo durante el desarrollo de la obesidad la actividad de AMPK se encuentra
disminuida, debido a una menor sensibilidad del ME a la actividad de la leptina (21) (22)
(23). Algunas posibles causas de la resistencia a la leptina en la obesidad son:
hiperleptinemia que per se, causa la resistencia posiblemente por una sobre activacion de
reguladores de retroalimentacion negativa; otro posible factor es un estado proinflamatorio,
ya que &cidos grasos saturados se unen a los receptores Toll-like tipo 4 los cuales
promueven la resistencia a la leptina y obesidad (15).

1.4.- Tratamiento para el sindrome metabdlico
Ante todos estos cambios metabdlicos existen diferentes alternativas para disminuir sus

efectos negativos en la salud. La primera linea de accién para el SM y la obesidad es un
cambio en el estilo de vida (alimentacion y ejercicio), y se han tomado como base las
recomendaciones por parte del panel de ATP Ill y de la Asociacion Americana del Corazén
(AHA) para tener las directrices en un plan de alimentacion para estos pacientes.

Las directrices de ATPIII son: Lipidos entre el 20-35% del total del gasto energético, grasa
saturada <7% de las kilocalorias totales de la dieta, colesterol <200 mg al dia, fibra entre
10-25 g considerando la fibra de parte de las verduras al menos 2 g/dia y aumento de
actividad fisica (24) (25).

Junto con este plan de tratamiento existe otro tipo de intervencion que trata de mejorar la
salud de las personas el cual es la dieta DASH, en la cual se incluye el consumo diario de
granos, asi como la recomendacion de lacteos bajos en grasa, un consumo bajo de sodio
(< 2,300 mg de por dia o < 6g al dia de sodio), se recomienda disminuir los edulcorantes

caldricos y disminuir tanto las grasas saturadas como las grasas trans (26).

Ambos tipos de intervenciones son planes de alimentacién que regresan a lo que es una
dieta correcta, la cual va de la mano con las recomendaciones para la poblacion mexicana
de acuerdo a la norma NOM-043-SSA2-2005 que tiene como base el plato del bien comer.
Se recomienda un porcentaje de hidratos de carbono de alrededor 50-55%, lipidos entre un
20-30% y proteina 10-20%, adicionalmente se tiene una guia visual para que la poblacion

mexicana pueda alimentarse de mejor manera en la cual se explica que la dieta debe ser:
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Variada: Incluir diferentes alimentos de cada grupo de

alimento.

Equilibrada: Guardar la proporciéon recomendada

en laimagen.

Suficiente: Que se cubran los requerimientos de

la persona.
Inocua: Que no sea dafiina o perjudicial a la %;, :
<
salud. Ve
S

Agradable a los sentidos: Que vaya de acuerdo a la

cultura y sea acorde a los gustos de la persona (27).
Figura 4 Plato del bien comer
Obtenida y modificada de:
http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5285372&fecha=22/01/2013

1.5.- Compuestos bioactivos
A pesar de que existen diversas intervenciones para la prevenciéon o para revertir el

sindrome metabdlico y la obesidad, estas no han tenido un efecto favorable en parte debido
al medio ambiente, asi como la falta de una asesoria adecuada. Por lo anterior se han
buscado compuestos bioactivos de algunos alimentos para tratar estas patologias, tales

como el resveratrol y la genisteina.

La genisteina es una isoflavona presente principalmente en la soya y debido a su estructura,
las isoflavonas también son llamadas fitoestrégenos por su similitud al 17p-estradiol. Se
han asociado con la disminucién en la sensacion de aumento de temperatura y a la pérdida
de masa Gsea en la postmenopausia, asi como a prevenir el cancer de mama, a disminuir
las concentraciones de colesterol total y por lo tanto a la disminucién de la ateroesclerosis,
reduciendo asi el riesgo de enfermedades cardiovasculares, y finalmente modificando la
secrecion y la sensibilidad a la insulina a través de la activacién de la cascada de
sefializacién de AMPK (28).

En el estudio de Palacios y colaboradores se estudié en un modelo animal utilizando ratas
Zucker (fa/fa), las cuales se dividieron en dos grupos; un grupo que consumio una dieta con
caseina alta en grasa, y otro una dieta con proteina de soya alta en grasa. Después de 160

dias de tratamiento se determinaron las concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos,
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leptina e insulina y se estudié en el madsculo esquelético la expresion de diversos genes

involucrados en la sintesis u oxidacién de acidos grasos (29).

Al final del estudio se encontr6 que las ratas alimentadas con la dieta con proteina de soya
y alta en grasa tenian menores concentraciones de triglicéridos que aquellas con caseina.
En cuanto al musculo se encontr6 que el grupo de proteina de soya tenia menor
acumulacién de lipidos; por lo cual se decidio evaluar el estado de fosforilacion de AMPK,
encontrando que el nivel de pAMPK estaba elevado en el grupo alimentado con dieta de
proteina de soya alta en grasa, asi como la fosforilacion de su proteina blanco, la acetil-
CoA carboxilasa (pACC); como ha sido reportado, el aumento en pAMPK incrementa la
actividad de la carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT-1) y de hecho se observo en el
presente estudio un aumento en la expresion de CPT-1 y UCP3, las cuales estan
involucradas en oxidacion de acidos grasos y termogénesis, respectivamente, tal y como
se observa en la Figura 5. Con esto se postula que las isoflavonas activan a AMPK de

forma independiente al receptor de leptina (29).
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Efectos de la proteina de soya en el peso corporal, ingestion de comida, contenido de lipidos en musculo esquelético,
fosforilacion de AMPK, y ACC, asi como la expresién de mRNA de PPARS, UCP3, CPT-1, SREBP1cy SCD1 en ratas Zucker
fa/fa. Peso corporal (A) e ingestion de comida (B) fue determinada todos los dias. Cuantificacion del contenido de lipidos en
musculo esquelético fue realizada por Folch (C). Deteccién de la fosforilacion de AMPK y ACC (D y E) fue realizada por
inmunoblot con anticuerpos contra fosfo-AMPK (Thrl72), fosfo-ACC (Ser79), total AMPK y total ACC. Deteccion de la
expresiéon de mRNA de PPARS, UCP3, CPT-1, SREBP1c y SCD1 (D) fue evaluada por PCR en tiempo real. RNA total fue
obtenido de tejido muscular esquelético (vastus lateralis) de ratas alimentadas con 30% de caseina o proteina de soya. Los
resultados se muestran en media + D.S. (n=8/grupo). Asteriscos indican diferencias significativas entre grupos (p<.05).

Figura 5 Efectos de proteina de soya vs caseina
Obtenida de Palacios et al.Biochimica et Biophysica Acta 2014
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Para comprobar en dicho estudio si el efecto era independiente al receptor de leptina, se
utilizaron células musculares de la linea C2C12 las cuales se silenciaron para el receptor
de leptina en un 92% aproximadamente, y se incubaron con genisteina, dado que es la
isoflavona mas abundante en la proteina de soya, aunado a que al incubar las células con
dadzeina, no se estimulo la fosforilacion de AMPK ni la expresion de genes involucrados en
la oxidacién de &cidos grasos. Los resultados que se obtuvieron fueron que sélo la
genisteina aumento la fosforilacion de AMPK en las células silenciadas para el receptor de
leptina. Asi mismo, para demostrar si el aumento en la expresion de genes involucrados en
la oxidacion de acidos grasos estaba relacionado con el aumento en la oxidacién de
palmitato, se incubaron las células con genisteina y leptina y se midioé la oxidacion de
palmitato por 1 hora, encontrando que la genisteina fue la Unica en aumentar la oxidacion
de palmitato en las células silenciadas para leptina, como se observa en la Figura 6.

Confirmando que su accion es independiente del receptor de leptina (29).
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Efectos de la genisteina en Ia fosforilacién de AMPK, é){bresién de mRNA de UCP3, PPARY, CPT-1, PGClay SIRT1y la
oxidacion de palmitato a CO2 en miotubulos C2C12 control y silenciados para OBr. La expresion del receptor de leptina en
las células control C2C12 que fueron transfectadas con un no especifico harpin o short harpin que tenian como objetivo el
(OBr) receptor de leptina fue medido por inmunoblot (A). La eficiencia del knockdown de OBr fue determinada por RT-PCR
(B). Las células C2C12 control y silenciadas OBr fueron incubadas con 10 ummol/l de genisteina, 10 ng de leptina o ambos
por 1 hora. En algunos experimentos, las células musculares fueron incubadas con 80 ummol/l etomoxir. Al final de la
incubacion, la células fueron lisadas y usadas para inmunoblots con anticuerpos contra fosfo-AMPK (Thr172), total AMPK o
actina, que fue usada como control (C): los inmunoblots mostrados son representativos de los 3 experimentos. La deteccion
de la expresion de mRNA UCP3, PPARS, CPT-1, PGClay SIRT1 (D) fue realizada por PCR en tiempo real, los niveles de
expresion de mRNA fueron calculados como relativo a la expresiéon de cada gen en miotubulos que fueron con incubados
sélo con el vehiculo (E). Para medir la oxidacion del palmitato a CO2, las células que fueron cultivadas por 1 hora en la
ausencia o presencia de 10 ummol/l de genisteina, 10 ng de leptina 0 80 ummol/l etomoxir o las indicadas combinaciones,
y 250 pmmol/l [1-**C] palmitato unido a 1% (w/v), suero fetal bovino fue afiadido durante los Gltimos 30 minutos de cultura
celular. Los datos estan mostrados como media + E.E. de 3 experimentos que fueron realizados por triplicado. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).

Figura 6 Efecto de genisteina
Obtenida de Palacios et al.Biochimica et Biophysica Acta 2014



Por otro lado, se estudié en el mismo trabajo el efecto de la genisteina en ratones de la
cepa C57BLE6 los cuales fueron divididos en dos grupos, un grupo alimentado con dieta alta
en grasa y el otro con dieta alta en grasa més genisteina. Al cabo de 58 dias se evaluo el
gasto energético a través de calorimetria indirecta, asi como también se midieron las
concentraciones de glucosa y triglicéridos. Los resultados de dicho estudio mostraron que
los ratones alimentados con una dieta que contenia genisteina, tenian una mayor expresion
de genes involucrados en la oxidacion de &cidos grasos, un aumento en la fosforilacién de
pPAMPK, asociado con un incremento en el consumo de oxigeno, asi como una disminucion

del cociente respiratorio como se observa en la Figura 7.
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Efecto de la genisteina en peso corporal, ingestion de comida, glu-cosa y concentracién de triglicéridos, expresion de mRNA
en PPARS, UCP3, PGC1a y CPT-1, fosforilacion de AMPK, tasa metabdlica y RER en ratones C57BL6 con dieta alta en
grasa. Peso corporal (A), ingestién de comida (B) fueron determinados diario. La concentracion en plasma de glucosa y
triglicéridos fueron determinados por el método de glucosa oxidasa y con kit colorimétrico respectivamente (C). La deteccion
de mRNA de PPARS, UCP3, PGC1a y CPT-1 (D) fue realizado por PCR entiempo real. RNA total fue obtenido de musculo
esquelético de ratones alimentos con dieta alta en grasa (HF) o dieta alta en grasa mas genisteina (HF + G). El musculo
esquelético fue homogeneizado y lisado para la deteccién de fosfo-AMPK (Thr172), total AMPK o actina, que fue usada como
control. La tasa metabdlica y el intercambio respiratorio en ayuno (fase de luz) o durante la alimentacién (fase de oscuridad)
(VO2, F, RER:G) fueron determinados por andlisis de calorimetria indirecta. Las fases de luz y oscuridad estan sefialadas en
la zona blanca y en la zona con puntos negros respectivamente, (circulos blancos = HF, circulos negros = HF+G). Los
resultados del RER estan mostrados como el promedio de 12 horas del ciclo de luz (7:00 a 19:00) y 12 horas del ciclo de
oscuridad (19:00-7:00) de un estudio de 48 horas. Los resultados estan expresados como media + EE (n=4/grupo). Los

asteriscos indican diferencias significativas entre grupos (p<0.05).

Figura 7 Efecto del resveratrol en modelo animal
Obtenida de Palacios et al.Biochimica et Biophysica Acta 2014



Por otro lado, el resveratrol que es una fitoalexina presente normalmente en uvas, nueces,
frutos rojos y vino tinto, tiene 2 isoformas, una cis y una trans, siendo la configuracion trans
la que tiene efectos bioldgicos (30) (31). Este compuesto bioactivo se ha relacionado con
la disminucion de la resistencia a la insulina mediante la activacion de SIRTL, el cual se
conoce a su vez que activa a PGC1la, que funciona como un coactivador del factor de
transcripcion PPAR-alfa (32). Asi mismo se ha relacionado al resveratrol con la activacion
por fosforilacion de AMPK teniendo como consecuencia la estimulacion de la oxidacion de
acidos grasos (33).

En el estudio llevado a cabo por Timmers et al, se evalu6 a 11 sujetos obesos
metabdlicamente sanos que recibieron por un mes resveratrol o placebo con un periodo de
lavado de 4 semanas entre uno y el otro. Al cabo de cada tratamiento se evaluaron las
concentraciones seéricas de glucosa, insulina, triglicéridos, leptina, adiponectina, se calculo
el indice HOMA, se determin6 el consumo de oxigeno por calorimetria indirecta y se tomo
una biopsia de muasculo del vastus lateralis (34).

Al cabo de los 30 dias de cada uno de los tratamientos, se encontré un aumento en la
concentracion de pAMPK, SIRT1 y PGCla después de un mes de la suplementacién con

resveratrol como se muestra en la Figura 8:
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Figura 8 Efecto del resveratrol en humanos P
Obtenida de Timmers et al. Cell Metab. 2011
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Asi mismo, se encontré que posterior al consumo del resveratrol habia una disminucién del
porcentaje de grasa en el higado y un aumento en el area grasa en musculo con fibras del
tipo 1.

En cuanto a los parametros bioquimicos se encontraron diferencias en glucosa, insulina,
triglicéridos, leptina e indice HOMA después del tratamiento con resveratrol, 1o que
correlacion6 cambios en la tasa metabdlica durante el suefio evaluado con la calorimetria

indirecta, aunque sin cambios significativos en el gasto energético durante el dia (34).

2.- Planteamiento del problema

El sindrome metabdlico es un problema de salud publica que ocurre aproximadamente en
el 40% de la poblacion en México, esta patologia esta relacionada con la obesidad y la RI.
La causa de estas patologias es multifactorial ya que influyen factores ambientales,
genéticos, sociales y culturales entre otros, y a pesar de las multiples estrategias que se
han implementado para cambiar los factores ambientales, no se ha logrado frenar el
incremento de estas patologias, por lo que es importante demostrar si el uso de estos
compuestos bioactivos (genisteina y/o resveratrol) puede prevenir o incluso revertir el
desarrollo de estas enfermedades para poder usarlos como agentes preventivos para

atender estas alteraciones metabolicas.

3.- Justificacion

En estudios previos se ha demostrado que el consumo de proteina de soya o de genisteina
tienen la capacidad de reducir la lipotoxicidad, a través de la activacién de factores de
transcripcion involucrados en la oxidacion de acidos grasos, y también pueden reprimir la
expresion y actividad de factores de transcripcién que controlan la lipogénesis, como son:
SREBP1 y PPARYy en higado y ME. Asi mismo incrementan la fosforilacion de AMPK 'y ACC
lo que estimula la expresion de genes de la oxidacién de acidos grasos, de biogénesis

mitocondrial y la termogénesis (CPT-1, PGC1a y UCP3 respectivamente).

Asi mismo el resveratrol, que se encuentra principalmente en las uvas, genera efectos
metabdlicos semejantes a la genisteina, que han sido asociados con disminucién de la
incidencia de enfermedad cardiovascular. El tratamiento en modelo de ratones con
resveratrol aumenta significativamente su capacidad aerdbica, con aumento del consumo

de oxigeno por las fibras musculares. También se observo un efecto de resveratrol sobre
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la expresion de genes de la fosforilacién oxidativa y la biogénesis mitocondrial mediada por

un incremento de la actividad de PGC1 alfa.

4.- Hipotesis

La suplementacién de los compuestos bioactivos genisteina, resveratrol, o la combinacion
(genisteina + resveratrol) mejorara la sensibilidad a la insulina en pacientes con sindrome

metabdlico y resistencia a la insulina.

5.- Objetivo general

Estudiar el efecto de los compuestos bioactivos genisteina y/o resveratrol sobre la
sensibilidad a la insulina, determinada por el area bajo la curva (ABC) de insulina en la
prueba de tolerancia a la glucosa de 2 horas en pacientes con sindrome metabdlico y

resistencia en la insulina.

5.1.- Objetivos especificos

-Determinar antes y después de diferente intervencién (genisteina, resveratrol, la

combinacién genisteina + resveratrol o placebo) en pacientes con SM.

1. Sensibilidad a la insulina determinada por el ABC de insulina de la prueba de

tolerancia a la glucosa.

2. Concentracion en suero de glucosa, insulina, colesterol total (CT), colesterol-HDL (C-
HDL), colesterol- LDL (C-LDL), triglicéridos (TGL), leptina y adiponectina.

5.2.- Objetivos secundarios

1. Determinar antes y después de diferente intervencidn (genisteina, resveratrol, la
combinacion genisteina + resveratrol o placebo) en pacientes con SM el consumo de

oxigeno y el cociente respiratorio mediante calorimetria indirecta.

2. Determinar en una biopsia de ME de los pacientes con SM después de la intervencion
(genisteina, resveratrol, la combinacion o placebo) :La fosforilacion de la enzima
AMPK, JAK y ACC y la concentracion de PGC1a, AMPK, JAK2, ACC.

3. Analisis histologico de ME para determinar la funcién mitocondrial mediante tincion de

succinato deshidrogenasa (SDH).
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6.- Metodologia

Se incluyeron 80 participantes que cumplieron los criterios de inclusion: mexicanos
mestizos adultos entre 20 y 60 afios con diagndstico de SM, indice de HOMA mayor de 2.5,
IMC =30 y < 40 Kg/m2 y que firmaron la carta de consentimiento. Se excluyeron a los
pacientes que tuvieran cualquier patologia agregada, embarazo, tabaquismo o0 que

consumieran medicamentos.

Una vez aceptada la carta de consentimiento informado se les asigndé al grupo de
tratamiento respectivo. Se les brind6 la dieta recomendada en el SM de acuerdo a los
lineamientos de ATPIIl a todos los participantes. Los pacientes consumieron diferentes
compuestos bioactivos: a) placebo, capsulas de maltodextrina (200 mg); b) capsulas de
genisteina (50 mg/d); c) capsulas de resveratrol (150 mg/d) y d) capsulas de genisteina +

resveratrol (50 + 150 mg/d respectivamente).

Se siguieron por 3 meses a los participantes, se tuvieron 7 visitas (una previsita y 6 visitas

de seguimiento) a lo largo del proyecto (Figura 9)
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Figura 9 Visitas y actividades durante el proyecto.
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A continuacion, se describen las actividades realizadas en cada una de las visitas:

En la previsita se les dio carta de consentimiento informado, se les tomé muestra de sangre
para evaluar la concentracion glucosa, perfil de lipidos e insulina en suero, se midi6 presion
arterial, estatura y se realizé el estudio de composicion corporal. Se determiné la presencia

de resistencia a la insulina por medio de indice HOMA y sindrome metabdlico.

En la primera visita se les realiz6 un recordatorio de 24 horas de alimentacién, el estudio
de composicién corporal, la medicidon de presion sanguinea, el gasto energético basal
(GEB), el cociente respiratorio (CR), el cuestionario de actividad fisica version larga (IPAQ

largo) y la prueba de tolerancia oral a la glucosa por 2 horas.

En la segunda visita se les tomé muestra de sangre, se les realiz6 un recordatorio de 24
horas de alimentacion, el estudio de composicion corporal, la medicion de presion

sanguineay se les entrego el frasco de tabletas de acuerdo al grupo que les fue asignado.

En la tercera visita se les tom6 muestra de sangre, se les realiz6 un recordatorio de 24
horas de alimentacion, el estudio de composicion corporal, la medicion de presion
sanguinea y se les entreg6 el segundo frasco de tabletas de acuerdo al grupo que les fue
asignado.

En la cuarta visita se les realizé un recordatorio de 24 horas de alimentacién, el estudio de
composicion corporal, la mediciéon de presion sanguinea, el gasto energético basal (GEB),

CR, IPAQ largo y la prueba de tolerancia oral a la glucosa por 2 horas.

En la quinta visita se les realiz6 una biopsia del musculo vastus lateralis por un cirujano

experto en quiréfano.

En la sexta visita se les revis6 la herida para verificar complicaciones, se retiraron los puntos
y se entregaron resultados de los pardmetros bioquimicos asi como los de composicién

corporal y presion sanguinea.

6.1.- Metodologias y técnicas utilizadas.

Estas mediciones se realizaron en ayuno aproximado de 8 a 10 horas, a temperatura

ambiente, con ropa ligera y similar en cada una de las visitas.
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Estatura:

Se midi6 con estadimetro (BSM370), los pacientes debian tener los pies y las rodillas juntas,
con gluteos y parte superior de la espalda pegada al estadimetro, cabeza en plano de

Frankfurt, sin movimiento (35).
Composicion corporal:

Mediante bioimpedancia eléctrica (InBody710), se determin6é peso y composicion corporal
para conocer % de masa grasa y masa libre de grasa, total y por compartimentos, con los
pies colocados en los electrodos en la base del equipo y los brazos separados del cuerpo

agarrando los electrodos correspondientes sin ningiin movimiento (36).
Circunferencia de cintura:

Se midié en el punto mas angosto entre el punto mas bajo del borde intercostal y la cresta
iliaca, en caso de no ser notorio, se midié en el punto medio de esos 2 mismos referentes

anatomicos. Se tomé la medicion al final de la exhalacion (35).
indice de masa corporal:

Se calculé mediante el cociente del peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la

estatura en metros (37).
Presion arterial:

Se midié teniendo al paciente sentado con soporte para la espalda y el brazo del cual se
tomaria la presion arterial; se tuvo al paciente en reposo por lo menos 5 minutos, con los
pies comodos sobre el piso, sin cruzar las piernas. Se tomaron 2 mediciones y en caso de
tener una diferencia mayor a 5 mmHg entre ellas, se tomaron otras 2 mediciones y se realizé

un promedio de las 4 (38).

Cuestionario internacional de actividad fisica (IPAQ por sus siglas en inglés)

Con el fin de obtener la informacion acerca de sus niveles de actividad se les realiz6 el
cuestionario de actividad fisica internacional (anexo 1), el cual permite determinar si los
pacientes cuentan con actividad fisica leve, moderada o alta, ademas para determinar si el

efecto observado después de la intervencion fue o no por la actividad fisica, aunque cabe
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mencionar que se les pedia a los pacientes que no cambiaran su actividad fisica. Este

cuestionario esta validado para ser utilizado en estudios de intervencion.

Apego al tratamiento dietario (recordatorio de 24 horas de alimentaciéon y diario de

alimentos)

Para evaluar el apego al tratamiento dietario se realizaron diversos cuestionarios como el
de recordatorio de 24 horas de alimentacion (anexo 2), el cual consiste en obtener de la
forma mas exacta posible (cantidad, método de preparacion, hora y tipo) los alimentos y
bebidas que fueron ingeridas el dia anterior; ademas también se les pidié un diario de
alimentos (anexo 3), el cual consisten en registrar lo que se come en todo el dia de la forma
mas exacta posible (cantidad, método de preparacién, hora y tipo); y se les pidié que lo

registraran por 3 dias por cada semana.

Con ambos cuestionarios dietarios se evalué el apego al tratamiento, el cual se calcul6 en
porcentaje, tomando como el 100% las kcal y la distribucién de macronutrimentos dados al

inicio del proyecto.
Apego al tratamiento de los compuestos bioactivos (tabletas).

Para la evaluacién del apego al tratamiento del consumo de las tabletas se realizaron
calendarios para cada mes de tratamiento (anexo 4), en el cual los pacientes debian
registrar si habian consumido las tabletas (1 tableta cada 12 horas) todos los dias durante
el tratamiento. Con dicho calendario, el apego, se calcul6 en porcentaje, considerando

como el 100% las 60 pastillas por mes que debian consumir.

Prueba de tolerancia oral ala glucosa

Se les realizaron 2 pruebas de tolerancia oral a la glucosa para determinar el area bajo la
curva de esta prueba de insulina y glucosa; Se realizaron con el paciente sentado, en ayuno.
Se coloco el catéter en la vena antebraquial para las tomas de sangre. Una vez colocado
el catéter, se le dio al paciente la bebida glucosada (75 g de glucosa anhidra diluida en 250
ml de agua). Se tomaron muestras de sangre en los tiempos: 0’, 15, 30°, 45’, 60, 90’, 120’

para la medicién de glucosa e insulina.

Se determiné posteriormente el area bajo la curva (ABC) de las concentraciones de glucosa

e insulina de la prueba de tolerancia oral a la glucosa durante las 2 horas. Dicha &rea se
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calculé de acuerdo a la formula de los trapecios tomando en cuenta los tiempos 0, 15, 30,
45, 60, 90 y 120 min (38).

Medicién de concentraciones bioquimicas en suero

La medicién de la concentracion del perfil bioquimico se obtuvo de los pacientes después
de un ayuno entre 8 a 12 horas. Posteriormente, se centrifug6 la sangre a una velocidad de
3000 rpm por 10 minutos, una vez separado el suero, se realizd la medicion mediante
equipo fotométrico COBAS cl111. Las concentraciones de colesterol total, triglicéridos,
colesterol-HDL, el colesterol-LDL, la alanina amino transferasa y la aspartato amino
transferasa se determinaron por métodos enzimaticos y colorimétricos. La concentracion
de glucosa en suero se determind por un método enzimatico empleando de la referencia
hexocinasa; los analitos fueron evaluados posterior a la calibracién y la evaluacion de los

controles positivos y negativos (39).
Medicion de leptina, adiponectina e insulina.

La mediciéon de la concentracion de las hormonas leptina, adiponectina e insulina, se
determinaron por el método de ensayo inmunoenziméatico (ELISA) de la marca ALPCO, y

se uso suero para evaluar sus concentraciones (40).

Medicién del gasto energético basal y determinacidn del cociente respiratorio

El gasto energético basal se midi6 en la primera y cuarta visita del proyecto por medio de
calorimetria indirecta (calorimetro B2 Quark Cosmed, Roma, Italia). La medicion se realiz6
en ayuno de 8-12 horas, sin haber consumido café, nicotina, chocolate y sin realizar
actividad fisica extenuante mas que las habituales en su dia. Se coloc6 al paciente en
posicion supina semifowler, se le colocé una mascarilla que cubria boca y nariz con el fin
de evitar entrada o salida de aire. La medicién se realizé durante 20 minutos, descartando
los primeros 5 minutos, y se obtuvo una media del gasto energético basal. El cociente
respiratorio se obtuvo a partir del cociente de la media del volumen de di6xido de carbono

espirado entre la media del volumen de oxigeno inspirado.
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Biopsia de musculo esquelético.

En la visita 5, se reviso el estado clinico, laboratorios prequirargicos (biometria hematica y
tiempos de coagulacién) de los pacientes, a los cuales se les explic6 nuevamente el
procedimiento y las posibles complicaciones de la biopsia; una vez aceptando participar se

procedio a llevar a cabo la biopsia de musculo.

Para la obtencién del musculo esquelético fue necesario llevar a cabo una biopsia, la cual
se realiz6 de la siguiente manera: El procedimiento se llevd a cabo en un area quirdrgica
ambulatoria por un cirujano con experiencia. El area de la que se obtuvo la muestra fue del
musculo vastus lateralis, en la zona ubicada a 25 cm de la tuberosidad tibial y a 5 cm de la
linea media femoral. El procedimiento inicié con la toma de signos vitales, teniendo valores
dentro de rangos normales, se procedié con una adecuada técnica de asepsia y antisepsia
con colocacién de campos quirdrgicos estériles y posteriormente se realizé una infiltracién
subcutanea anestésica con lidocaina al 5%. Se realiz6 una incisién de 2 cm con bisturi, se
realiz6 hemostasia y disecado del musculo; posterior a esto se procedié a tomar una porcion
de 1 cm® de musculo mediante pinza de anillos. Una vez realizada la hemostasia, se
procedi6é a cerrar la aponeurosis y el tejido celular subcutaneo con surgete continuo con
vicryl 3/0, y la piel con puntos intradérmicos. Se realizé compresion sobre la zona de incisién
durante 5 o0 10 minutos, evitando asi la aparicién de hematomas, y posteriormente se colocé
una gasa con un tegaderm en el area y vendaje compresivo por 24 horas. Ademas, se les
dieron indicaciones a los pacientes de limpiar el area una o dos veces al dia después de
las 24 horas post-incision con jabén y agua para evitar algin tipo de contaminacion e
infeccion. A los pacientes se les dio paracetamol de 500 mg cada 8 horas para los siguientes
5 dias y se les dio ketorolaco 30 mg sublingual inmediatamente posterior a la biopsia con
la indicacion de tomarlo en caso de dolor. Asi mismo se les proporcion6 datos de alarma y
un namero telefénico en donde pudieran localizar a un médico en caso de que presentaran

alguna molestia y se les cit6 para el retiro de puntos.

Procesamiento de biopsia de musculo.

En cuanto se obtuvo la muestra, esta fue dividida en 3 porciones, 2 se almacenaron en
tubos eppendorf de 1.5 ml y se colocaron inmediatamente en nitrégeno liquido; la otra

porcion se almacend en aluminio con tissue tek y se colocé inmediatamente en nitrégeno
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liguido, Después las muestras se almacenaron en un ultracongelador a -80° para su

posterior andlisis.
Extraccion de proteinay western blot

De la biopsia de ME de pacientes con SM, se determind la concentracion de PGC1a. AMPK,
JAK2, ACC, asi como también las formas fosforiladas de las enzimas AMPK, JAK y ACC.

También se realiz6 la tincion de la SDH en los cortes histolégicos de ME.
Extraccion de proteina

Para la extraccion de proteina, las muestras se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 ml con
300 pl de amortiguador de lisis. Las muestras de ME (200-400 mg), fueron primero
pulverizadas con mortero utilizando nitrégeno liquido; posterior a esto, con una pistola
homogeneizadora se mezclaron hasta tener una mezcla uniforme. Una vez obtenida la
mezcla se colocd en un rotor a 4°C durante 30 minutos y posteriormente se centrifugé a
14000 rpm por 15 minutos a 4°C de donde se tomé una muestra para el andlisis de western
blot.

Western blot

Para el western blot, se utiliz6 la muestra de musculo esquelético, se cuantificd la
concentracion de proteina por el método de Lowry. Posteriormente se utilizaron 40 ug de
proteina por muestra la cual se separ6 por medio de electroforesis utilizando un gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico. Las moléculas de las muestras se movieron a
través del gel a diferente velocidad dependiendo de su forma, tamafio y carga. Al final de la
separacion las proteinas, se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno por
electrotransferencia, y las proteinas transferidas a la membrana se reconocieron utilizando
los correspondientes anticuerpos monoclonales o policlonales especificos para cada
proteina o sus formas fosforiladas. Las bandas obtenidas se cuantificaron por medio de

densitometria utilizando el programa ImageJ.
Histologia

Asi mismo, de la biopsia de musculo se evalu6 el contenido de mitocondrias mediante

tincion de SDH. El procedimiento se llevé a cabo de la siguiente manera:
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Del musculo almacenado en tissue tek se realizaron cortes de 12 um en un criostato. Y se
colocaron en un portaobjetos. Se preparé el medio de incubacién que contenia 270 mg de
succinato de sodio y 10 mg de nitroazul de tetrazolio (NBT por sus siglas en inglés) que se
disolvieron en 10 mL de amortiguador de fosfatos 2 M. Posteriormente se les coloco el
medio a las muestra y se incubaron por 60 min a 37°C. Al finalizar este paso se lavaron los
portaobjetos con agua desionizada 3 veces, previamente se prepararon soluciones al 30%,
60% y 90% de acetona usando agua desionizada y se les quité el NBT no unido al musculo
mediante 3 cambios en cada una de las soluciones de acetona en forma creciente y luego
decreciente en concentracién; después se dejaron las muestras en acetona al 90% hasta
ver una nubecilla violeta arriba del tejido y finalmente se lavaron varias veces en agua
desionizada para después ser montadas en los portaobjetos en medio acuoso para ser
observados al microscopio.

7.- Disefo del estudio

Fue un ensayo clinico controlado, aleatorizado, doble ciego.

Placebo + plan
de
alimentacion

Genisteina+ | 7 meses — | Western blot:
plande _—

W —-' 2= la fosforilacion de la enzima
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2meses
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Genisteina +
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Resveratrol+ | ",
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alimentacion

musculo esquelético

Intervencion

Antes ®  Final

DETERMINACIONES ANTES Y DESPUES DE LA INTERVENCION

SANGRE: Glucosa, Triglicéridos, Colesterol Total, Colesterol HDL

Colesterol LDL, Adiponectina, Leptina

CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA POR 2 HORAS: Area bajo la curva de glucosa e insulina
CALORIMETRIA INDIRECTA: Gasto energético basal, consumo de oxigeno y cociente respiratorio

Figura 10 Disefio del estudio.
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Calculo de tamafio de muestra

Para el célculo de tamafio de muestra se tomé en cuenta la diferencia de cambio de
expresion de AMPK de estudios previos, siendo para genisteina 0.4 £ 0.2 y para resveratrol
0.2 £ 0.15. Se tomo la siguiente férmula: N= 252 (Za+Z g)/ A 2. Dicho calculo nos dio un
total de 11 pacientes por grupo, al cual se le afiadié un 30% extra para tolerar pérdidas
dando un total de 15 pacientes por grupo (41).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico primero se obtuvieron la media y el error estandar para las
variables cuantitativas, y para las variables cualitativas se determinaron en proporcion del
total de la poblacién. Esto se realiz6 en una base de datos en software estadistico (SPSS);
una vez teniendo el total de datos, se usé la prueba de shapiro wilk para determinar
normalidad de los datos, y en el caso de que los datos no cumplieran con la prueba de
normalidad fueron transformados a logaritmo para poder ser analizados.

Se utilizé prueba t de student para muestras relacionadas para comparar el cambio que
tuvieron las variables antes y después de cada uno de los tratamientos. Y para determinar
si hubo diferencias por grupo se realizé ANOVA de un factor.

8.- Resultados

Se invitaron a 80 personas a patrticipar en el proyecto de investigacion, de estos, 23 se
perdieron a lo largo de las visitas por falta de tiempo o interés y 3 fueron excluidos por
presentar valores de glucosa muy elevados en la previsita, dando un total de 54 pacientes,
de los cuales, 12 fueron eliminados por un apego menor al 80% en el plan de alimentacién
y las tabletas.

Esto dio un total de 42 participantes finalizados, y a lo largo del estudio no se encontraron

efectos adversos en ningun tratamiento.
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En la Figura 11 se observa el flujograma de los pacientes.

I
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n=10 n=10 n=11 n=11

Figura 11 Flujograma de los pacientes.

De los 42 pacientes que terminaron, aceptaron el procedimiento de la biopsia de musculo

25 pacientes.

Caracteristicas basales de la poblacién

Enla Tabla 1 se observan las caracteristicas basales de los 42 pacientes que finalizaron el

proyecto de investigacion y con un apego al tratamiento mayor al 80% sin ser agrupados

en el grupo de tratamiento que les corresponde; en esta tabla se puede observar que los

pacientes presentan resistencia a la insulina ademas de obesidad, concentraciones

elevadas de triglicéridos, concentraciones bajas de HDL y concentraciones de glucosa en

ayuno elevadas, siendo todas, caracteristicas del sindrome metabdlico.
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Tabla 1: Caracteristicas basales de los 42 pacientes que finalizaron el proyecto.

Variable Valores normales
Edad (afios) 42.6 £1.48 NA
Estatura (m) 1.59+£0.01 NA

Peso (kg) 87.4+£1.77 NA

indice de masa corporal (kg/m?) 34.3+£0.61 18.5-24.9
Cintura (cm) 99.7+1.21 < 80 mujeres / < 90 hombres
Masa muscular (%) 55.1+ 1.07

Masa grasa (%) 449 £ 1.07 <25
Presion arterial sistélica (mmHg) 110 +2.23 120
Presién arterial diastolica (mmHg) 78 £ 1.56 80

indice HOMA 459 +0.38 <25
Glucosa (mg/dL) 103.3+1.81 <100
Insulina (LUI/mL) 17.6+£1.32

Colesterol (mg/dL) 187 +5.10 <200
c-HDL (mg/dL) 38.2+£1.32 > 40 hombres / > 50 mujeres
c-LDL (mg/dL) 116 + 4.89 <110
Triglicéridos (mg/dL) 181 +13.4 <150
Proteina C reactiva (mg/L) 4.73 £ 0.69 <1
Alanina amino transferasa (UI/L) 29.9+1.82 10-45
Aspartato amino transferasa (UI/L) 23.4+£1.05 10-43
Leptina (ng/mL) 34.8+3.24 4-25
Adiponectina (ng/mL) 19.7+1.74

Area bajo la curva de Glucosa 17708 + 685

Area bajo la curva de Insulina 14201 + 1001

Tabla 1 Caracteristicas basales de la poblacion
Los datos se representan en media + error estandar.



Caracteristicas basales por grupo

En la Tabla 2 se observan las caracteristicas basales de los 42 pacientes que finalizaron el
proyecto de investigacion y con un apego al tratamiento mayor al 80% agrupados en el
grupo de tratamiento que les corresponde; en esta tabla se observa homogeneidad en las
diversas variables evaluadas entre grupos a excepcion del colesterol total y el c-LDL,

presentando concentraciones mayores el grupo de la genisteina.
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Tabla 2: Caracteristicas basales antropométricas y bioquimicas, de los 42 pacientes que finalizaron el proyecto.

Placebo Genisteina Resveratrol Combinacion p*
Edad (afos) 42.0 + 3.46 41.3+3.24 455+271 41.4 + 2.56 0.72
Estatura (m) 1.59+0.03 1.57 +£0.02 1.62+0.02 1.61+0.03 0.46
Peso (kg) 87.6 £ 3.45 86.5 + 4.28 88.9 + 2.56 86.5+4.16 0.96
IMC (kg/m?) 349+141 35.1+1.40 34.1+1.04 33.1+1.11 0.69
Circunferencia de Cintura (cm) 99.9+2.71 100 £ 2.78 101 +£2.16 97.3+£2.18 0.71
Masa muscular (%) 55.8 + 2.66 52.2+1.59 56.7 + 2.51 55.6 + 1.69 0.47
Masa grasa (%) 44.2 + 2.66 47.8 £ 1.59 43.3+2.51 44.4 + 1.69 0.47
P.A.S.(mmHg) 112 +4.09 108 £ 5.43 113+5.41 107 £ 2.45 0.75
P.A.D. (mmHg) 75.0+1.89 77.0+ 4.28 84.0 + 3.19 75.0+2.16 0.18
indice HOMA 4.62+1.04 3.60 £ 0.57 5.04 £ 0.79 5.20 £ 0.55 0.44
Glucosa (mg/dL) 109 £5.32 100 £ 2.70 102 + 3.33 102 + 2.54 0.34
Insulina (uUI/mL) 16.1+3.18 14.4 + 2.22 19.4 + 2.75 20.6 + 2.22 0.32
Colesterol (mg/dL) 171 +9.88 211 +10.9 167 =+ 5.83 199+ 7.01 0.01
c-HDL (mg/dL) 38.7 £ 2.67 41.3+2.78 34.2+2.30 38.7+2.62 0.27
c-LDL(mg/dL) 102 + 8.02 135 +11.3 101 + 9.39 125+ 5.32 0.02



Tabla 3 Continuacion
Triglicéridos (mg/dL)
Proteina C reactiva (mg/L)
ALTL (UI/L)

ASTL (UI/L)

Leptina (ng/mL)
Adiponectina (ng/mL)
ABC de Glucosa

ABC de Insulina

163 + 24.8

7.69+2.09

275+ 258

25.3+2.28

34.3+7.17

16.5+1.71

17994 + 1200

11164 + 1518

180 +17.6

4.54 +0.93

34.5+4.32

23.9+ 2.46

39 +6.33

25.4 +3.80

16191 + 1678

16472 + 2733

192 + 34.9

3.16 £ 1.00

274 +3.44

23.1+1.85

30.8+7.22

18.7 + 1.38

17906 + 1464

13727 + 1952

188 + 30.1

3.37+£0.84

29.5+3.89

21.1+1.63

35.0+5.77

16.7 £ 4.07

18725 + 1145

15719 + 1616

0.88

0.08

0.47

0.57

0.85

0.18

0.63

0.26

Los datos se presentan con media y error estdndar.

IMC: indice de masa corporal; P.A.S: Presion arterial sistdlica; P.A.D: Presion arterial diastdlica; ALTL alanina amino transferasa; ASTL: aspartato

amino transferasa; ABC: Area bajo la curva.

*Se compararon las caracteristicas basales de los grupos por ANOVA de un factor
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8.1.- Resultados Objetivo 1: Sensibilidad a la insulina

Cémo se puede observar en la Figura 12 existio6 una disminucion estadisticamente
significativa de 2,335 (mg/dL*2 hr) en el grupo de la combinacién siendo este cambio de

12.5% del area bajo la curva de glucosa durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa.
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Figura 12 Comparacion del area bajo la curva de glucosa antes y después de 2 meses de tratamiento.

*p<0.05



Cémo se puede observar en la Figura 13 existi0 una disminucion estadisticamente
significativa en el area bajo la curva de insulina en los 3 tratamientos, siendo de 5334, 3240
y 3719 (mg/dL*2 hr) para los grupos de genisteina, resveratrol y combinacion
respectivamente. EI mayor cambio se observé en el grupo de la genisteina con una
reduccion de 32.4%.
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Figura 13 Comparacion del area bajo la curva de insulina antes y después de 2 meses de tratamiento.

*p<0.05.
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8.2.- Resultados Objetivo 2: Parametros antropométricos y bioquimicos.

Los 42 pacientes que terminaron quedaron agrupados de la siguiente manera: 10 en el
grupo del placebo y de la combinacién mientras que 11 tuvieron el grupo del resveratrol y
el de la genisteina; en el grupo del placebo hubo cambios después del tratamiento con
aumento en el porcentaje de masa muscular, una disminucién en el porcentaje de masa
grasa, lo que se acompafd de una disminucidn en el porcentaje de adiponectina. En el
grupo de la genisteina se observé una disminucion de peso, IMC, circunferencia de cintura,
porcentaje de masa grasa y aumento en el porcentaje de masa muscular. En el grupo del
resveratrol una disminucién de circunferencia de cintura, porcentaje de masa grasa, presion
arterial diastélica y de las aminotransferasas. ALTL y ASTL, pero hubo un aumento de
porcentaje de masa muscular y de glucosa; en el grupo de la combinacién se presenté una

disminucion de peso y del IMC como se muestra en la tabla 3.

Tabla 4: Comparacién de parametros antropomeétricos y bioquimicos antes y después del

tratamiento.

Visita 1 Visita 4 p
Peso (kg)
e Placebo 87.6 + 3.45 86.3 + 3.54 0.11
e Genisteina 86.5 +4.28 84.6 + 3.87 0.03
e Resveratrol 88.9 + 2.56 87.7 £+ 2.57 0.06
e Combinacion 86.5+4.16 84.7 £ 3.77 0.05
IMC (kg/m?)
¢ Placebo 349+1.41 34.3+1.38 0.12
e Genisteina 35.1+1.40 34.4+1.17 0.04
e Resveratrol 34.1+1.04 33.6 +1.09 0.08
e Combinacion 33.1+1.11 32.5+0.96 0.05
Circunferencia de Cintura (cm)
e Placebo 99.9+2.71 97.8+2.84 0.46
e Genisteina 100 £ 2.78 97.6 £+ 2.13 0.05
e Resveratrol 101 + 2.16 98.8+1.77 0.01
e Combinacion 97.3+2.18 96.4 + 2.19 0.48
Masa muscular (%)
e Placebo 55.8 + 2.66 56.8 + 2.76 0.003
e Genisteina 52.2+1.59 53.2+1.71 0.04
e Resveratrol 56.7 £ 2.51 57.9+2.49 0.02
e Combinacion 55.6 + 1.69 56.5+1.84 0.12
Masa grasa (%)
e Placebo 44.2 + 2.66 432 +2.76 0.003
e Genisteina 47.8+1.59 46.8+1.71 0.037
e Resveratrol 43.3+2.51 42.1 +2.49 0.02
e Combinacion 44.4 + 1.69 435+1.84 0.12
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Tabla 3 continuacion

Visita 1 Visita 4 p
P.A.S.(mmHg)
e Placebo 112 + 4.09 109 + 3.76 0.29
e Genisteina 108 +5.43 104 + 4.32 0.50
e Resveratrol 113 +5.41 113 +5.55 0.86
e Combinacion 107 + 2.45 104 + 2.16 0.11
P.A.D. (mmHg)
e Placebo 75.0 +£1.89 74.0 +1.88 0.60
e Genisteina 77.0+£ 4.28 74.0 £ 3.13 0.57
e Resveratrol 84.0+3.19 77.0+3.74 0.05
e Combinacion 75.0+2.16 74.3+ 251 0.60
Glucosa (mg/dL)
e Placebo 109 £5.32 109 +5.19 0.99
e Genisteina 100 £ 2.70 102 = 3.07 0.42
e Resveratrol 102 + 3.33 108 + 3.61 0.05
e Combinacién 102 £ 2.54 98.2 £ 2.55 0.29
Insulina (MUI/mL)
e Placebo 16.1+3.18 21.1+2.96 0.11
¢ Genisteina 14.4 £ 2.22 13.5+1.57 0.65
e Resveratrol 19.4+2.75 14.0 £ 2.19 0.13
e Combinacion 20.6 £ 2.22 15.8 + 3.02 0.19
Colesterol (mg/dL)
e Placebo 171 £9.88 170+ 12.3 0.93
e Genisteina 211 +10.9 206 +14.4 0.72
e Resveratrol 167 £5.83 168 + 7.97 0.84
e Combinacién 199 + 7.01 197 + 8.99 0.78
HDL (mg/dL)
e Placebo 38.7 £ 2.67 40.4 £ 3.04 0.33
e Genisteina 41.3+2.78 415+ 292 0.92
e Resveratrol 34.2+2.30 35.4 + 257 0.56
e Combinacién 38.7 £+ 2.62 36.8 £ 2.30 0.32
LDL (mg/dL)
e Placebo 102 +8.02 98.6 + 10.9 0.62
e Genisteina 135+ 11.3 133+ 13.6 0.83
e Resveratrol 101 £9.39 105 + 8.25 0.35
e Combinacién 125 +5.32 126 + 11.7 0.91
Triglicéridos (mg/dL)
e Placebo 163 +24.8 174 £ 27.9 0.41
e Genisteina 180 £ 17.6 187 £ 28.3 0.72
e Resveratrol 192 + 34.9 139 +13.2 0.07
e Combinacidn 188 £ 30.1 170 £ 15.0 0.30
PCR
e Placebo 7.69 + 2.09 469+ 1.11 0.15
e Genisteina 4.54 + 0.93 3.07 £ 0.48 0.06
e Resveratrol 3.16 £ 1.00 413+1.11 0.89
e Combinacidn 3.37+£0.84 2.85+0.53 0.50
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Tabla 3 continuacion

Visita 1 Visita 4 p

ALTL (UI/L)

e Placebo 27.5+ 2.58 24.0+4.10 0.18

e Genisteina 345+ 4.32 32.1 +4.58 0.51

e Resveratrol 27.4 +3.44 255+ 4.13 0.01

e Combinacién 29.5+ 3.89 245+ 1.99 0.13
ASTL (UI/L)

e Placebo 25.3+2.28 23.2 +3.17 0.17

e Genisteina 23.9+2.46 23.1+2.14 0.67

e Resveratrol 23.1+1.85 21.6 £ 1.57 0.03

e Combinacion 21.1+1.63 21.0+0.84 0.92
Leptina (ng/mL)

e Placebo 34.3+7.17 31.6 +6.34 0.96

e Genisteina 39.0+£6.33 28.7 + 3.63 0.06

e Resveratrol 30.8+7.22 27.1 +6.89 0.06

e Combinacién 35.0+5.77 30.2+ 4.87 0.19
Adiponectina (ng/mL)

e Placebo 16.5+1.71 14.4 + 1.66 0.05

e Genisteina 25.4 + 3.80 25,5+ 3.69 0.99

e Resveratrol 18.7 £ 1.38 17.0+2.61 0.43

e Combinacién 16.7 + 4.07 15.6 + 4.07 0.17

Los datos se presentan con media y error estandar.
Se realizé prueba T para muestras relacionadas.

La disminucién en el peso, la circunferencia de cintura y el porcentaje de masa grasa se
observd de forma homogénea en el grupo de la genisteina, en cambio en el grupo de
resveratrol so6lo tuvo cambios en circunferencia cintura y el porcentaje de masa grasa,
mientras que el grupo de la combinacion sélo present6é una disminucién en peso corporal

como se observa en la Figura 14.
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Figura 14 Cambios antropométricos después de 2 meses de intervencion
*p<0.05. Se utilizé prueba T para muestras relacionadas



8.3.- Resultados Objetivos secundarios

8.3.1.-Fosforilacion AMPK, JAK, ACC y concentracion PGC1a.

Leptina

l En musculo, la leptina estimula la oxidacion de los

acidos grasos al unirse a su receptor como se

“"-’ JAK2 == observa en la Figura 15; por lo que se evalud si

AMPKK P los compuestos bioactivos podrian estimular a

AMPK AMPK _
J D JAK2 y este a su vez activar a AMPK, como ha
ACC ACC sido reportado previamente por nuestro grupo,

Acetil COA —\\_.l Malonil COA teniendo como consecuencia la fosforilaciéon a
‘/4. ACC lo que conlleva a su inhibicién.

Ac. grasos

Figura 15 Cascada de sefializacion de leptina

Se observé en el presente estudio que JAK2 fue estimulado de manera significativa por los
tres grupos de tratamiento como se demuestra en la Figura 16, AMPK fue estimulado por
el grupo de la combinacion y el grupo de la genisteina evidenciado en la Figura 17; sin
embargo a ACC no se encontré diferencia significativa en ninguno de los tres grupos de

tratamiento tal y como se ve en la Figura 18.
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Figura 16. Concentracion de JAK2, y relacion entre Pjak2/JAK2
*p<0.05 Se utilizé prueba U de Mann-Whitney
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Figura 17 Concentracion de AMPK y relacion entre pAMPK/AMPK
*p<0.05 Se utilizé prueba U de Mann-Whitney
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Figura 18 Concentracion de ACC y relacion entre pACC/ACC
*p<0.05 Se utilizé prueba U de Mann-Whitney

Asi mismo se sabe que AMPK va a activar a PGCla estimulando la funcién y biogénesis
mitocondrial por lo que se midié su concentracion también en musculo esquelético. Se
encontré que los tres grupos tuvieron diferencia significativa en la concentracion de PGCla

en comparacion con el placebo. Figura 19
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*p<0.05 Se utilizé prueba U de Mann-Whitney

39



8.3.2.- Funcién mitocondrial.

Asi mismo se determind en la biopsia de musculo la actividad mitocondrial; para esto se
realizo tincion de SDH, observando una mayor actividad en los grupos con algin compuesto
bioactivo; Siendo el grupo de la genisteina el que presentdé una mayor intensidad de

coloracion.
* Placebo

®* Genisteina

Figura 20 Tincién SDH en musculo esquelético
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8.3.3.- Gasto energético basal y cociente respiratorio

De la calorimetria indirecta
se evalué si existi6 un
cambio en el gasto
energético y si el sustrato
energético que se utiliza
en reposo cambi6é al
término del proyecto. En la
Figura 21 no se
observaron cambios
estadisticamente

significativos en el gasto
energético basal; de la
misma manera en la
Figura 22 tampoco se
observaron cambios
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Figura 21 Gasto energético basal

estadisticamente significativos en el cociente respiratorio en <05 prueba t para muestras independientes

ninguno de los grupos.
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Figura 22 Cociente respiratorio
p<05 Prueba t para muestras independientes

Como se menciond previamente, el sindrome metabdlico, es un conjunto de alteraciones

que van a conferir a las personas un riesgo aumentado de padecer alguna enfermedad

cardiovascular o diabetes tipo 2. En el presente estudio se evalu6 el efecto de la

administracion de resveratrol y genisteina sobre los componentes del sindrome metabdlico,

ademas de la resistencia a la insulina. Los resultados obtenidos se clasificaron en

antropomeétricos, bioquimicos y moleculares.
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En cuanto a los resultados antropométricos, se puede observar con la administracion de
resveratrol una disminucion significativa en el porcentaje de masa grasa, asi como en la
circunferencia de cintura. Estos resultados concuerdan con evidencia previamente descrita
que indican que con 500 mg de trans-resveratrol tres veces al dia por 90 dias, los pacientes
en dichos estudios tuvieron una disminucion significativa en el peso, la masa grasa y la
circunferencia de cintura (30). Cabe mencionar que la dosis empleada en dichos estudios
es 10 veces mas alta que la utilizada en el presente trabajo, ademas de que el periodo de
administracién también fue mayor, por lo que el presente estudio sugiere que desde una
dosis de 150 mg al dia de resveratrol por, al menos, 2 meses se observan dichos cambios

antropomeétricos.

Contrario a estos resultados, en el estudio de Timmers et al (34) no encontrd diferencia
significativa en el peso, a pesar de administrar también 150 mg al dia de trans resveratrol,
pero solamente por 30 dias, lo que podria indicar que se requiere una administracion por
un periodo de, al menos, 2 meses para obtener cambios significativos en la composicion
corporal. Asi mismo un estudio llevado a cabo por Poulsen et al (32) no encontraron
diferencias significativas a pesar de administrar 500 mg al dia de trans-resveratrol, pero a
semejanza del estudio de Timmers et al (34), s6lo se proporcioné el resveratrol por 1 mes.
Es también importante mencionar que en este estudio se evalué el efecto del resveratrol en
una poblacién sana, por lo que es dificil observar los efectos benéficos en este compuesto
bioactivo. Por lo que el presente estudio y la evidencia observada en otros estudios indican
que el efecto del resveratrol sobre el peso corporal se manifiesta en persona con resistencia

a la insulina posiblemente asociada con la presencia de sindrome metabdlico.

Adicionalmente, en un estudio llevado a cabo en mujeres delgadas o con sobrepeso a las
cuales se les administré 75 mg al dia de trans resveratrol durante 3 meses, no se demostré
un cambio en la composicién corporal, a diferencia de nuestro estudio y el de otros
investigadores (43). Cabe mencionar que en ese estudio se utilizé una menor dosis, lo que
implica que se requiere al menos un minimo de 150 mg de resveratrol por dia para modificar
algunas de las variables antropométricas. Por lo que es importante para observar un efecto
benéfico del resveratrol, consumir una dosis de al menos 150 mg/dia durante al menos 2
meses para obtener un efecto positivo sobre la salud de personas con resistencia a la

insulina (42).

Por otro lado, con el consumo del compuesto bioactivo genisteina se observo una

disminucion en el peso corporal, el IMC, la circunferencia de cintura y el porcentaje de masa
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grasa. El presente contrasta con los resultados del grupo de Iltalia en donde no se
encontraron diferencias significativas en el IMC después de la administracion de 54 mg al
dia de genisteina durante 6, 12 0 24 meses, en mujeres postmenopausicas con 0 sin
sindrome metabdlico, (43) (44) (45) (46).

Relacionado al grupo de la combinacion se encontraron diferencias significativas en peso,
IMC, pero no en el porcentaje de masa grasa, actualmente no existen estudios en los cuales
se hayan evaluado los efectos de estos compuestos dados de manera conjunta; aun asi,
es importante sefialar que los efectos de la genisteina y el resveratrol se siguieron
observando, y esto podria indicar que no existe una inhibiciébn entre uno u otro compuesto

y que podrian ser administrados de forma conjunta.

En cuanto a los pardmetros bioquimicos no se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los tres grupos, excepto por las enzimas hepaticas, las cuales disminuyeron en
el grupo de resveratrol, aunque estos pacientes presentaban valores de estas enzimas
dentro de rangos normales. Esto concuerda con estudios previos en donde se ha
demostrado que el resveratrol no genera cambios en los parametros bioquimicos, excepto
por el trabajo de Timmers et al (34) en el cual se observd una disminucion significativa en
triglicéridos. Cabe mencionar que a pesar de que en el presente estudio no se alcanz6 una
diferencia significativa en los triglicéridos, se mostré una tendencia a disminuir estos valores

de 192 a 139 mg/dL. Estudios futuros son necesarios para clarificar este efecto.

Por otro lado, existe evidencia de que el consumo de genisteina disminuye la concentracion
de colesterol total y leptina, y aumenta la concentracién de adiponectina y colesterol HDL
en mujeres post menopadusicas. Sin embargo en nuestro estudio no se observaron dichos
cambios. Esto posiblemente se deba a que los efectos observados en estudios previos se
detectaron después de 6 a 12 meses de consumo de la genisteina, mientras que el presente
trabajo solo tuvo una duracion de 2 meses (44) (45). Cabe el indicar que, con respecto al
efecto de la genisteina sobre las concentraciones de leptina, existen 3 estudios dentro de
los cuales en 1 se obtuvo un resultado favorable (34) y 2 no se vio cambio ni tendencia

alguna (32) (43), por lo que mas estudios son requeridos al respecto.

En cuanto a las concentraciones basales de glucosa e insulina no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los grupos, excepto en el grupo de resveratrol, en donde hubo
un aumento de 5 mg/dL al final del estudio. Es importante sefialar que sélo el estudio llevado

a cabo por Timmers et al (34), encontraron una mejoria en las concentraciones de glucosa
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e insulina basales posterior a la suplementacion de resveratrol. En cuanto a los estudios
llevados a cabo con la genisteina, los cambios en la glucosa e insulina basales se
observaron a partir de los 6 meses de tratamiento, sugiriendo que se requiere un consumo
mas prolongado para ver efectos sobre estos parametros, sin embargo, mas estudios son
requeridos (43) (47) (46) (45).

Con respecto a la curva de tolerancia oral a la glucosa sé6lo se encontré una disminucién en
el &rea bajo la curva en el grupo de la combinacion. Otros estudios han mostrado resultados
contrastantes, como es el caso del estudio llevado a cabo por Méndez del Villar et al (30)
donde no se encontraron efectos significativos después de la suplementacion del
resveratrol, mientras que el estudio de Crandall et al (49), se observoé una mejoria en el
area bajo la curva de glucosa cuando consumi6 el resveratrol junto con una comida, aunado

la administracion de una dosis entre 1 a 2 gramos.

En el presente trabajo, los resultados revelaron que el consumo de genisteina no modifico
significativamente el area bajo la curva después de una curva de tolerancia a la glucosa.
Este resultado esta parcialmente en concordancia con el estudio de Villa et al (47) donde
se evalué la respuesta a las 4 horas de la ingestién de 75 g de glucosa, y encontraron que
el area bajo la curva de glucosa solo mejor6 en aquellos pacientes con una respuesta
normoinsulinémica, en cambio los pacientes hiperinsulinémicos no mostraron cambio
alguno. Cabe indicar que en el presente estudio la curva de tolerancia oral a la glucosa fue
de 2 horas de acuerdo con lo sefialado por la Asociacion Americana de Diabetes (49), lo
cual difiere del estudio de Villa (47).

A partir de la curva de tolerancia oral a la glucosa se obtuvieron también los valores de
insulina, en los cuales se encontraron diferencias significativas en los 3 grupos de
tratamiento. En cuanto al grupo del resveratrol, el Unico estudio que previamente habia
evaluado esta variable con las mismas condiciones fue el estudio de Méndez del Villar et al
(30), y ellos encontraron una disminucién en el area bajo la curva estadisticamente
significativa comparada con el placebo. El grupo de Crandall et al (49), observé que
posterior a la ingestion de una comida, también disminuy6 en el area bajo la curva, por lo

gue lo que los resultados de este estudio refuerzan la evidencia previamente obtenida.

Con respecto al grupo de la genisteina, los resultados estan de acuerdo con los del grupo
de Villa et al (47) que muestran una disminucion significativa del area bajo la curva de

insulina en pacientes hiperinsulinémicos.
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Asi como los compuestos bioactivos mejoraron el area bajo la curva de insulina por
separado, también lo hicieron en la combinacién. Con los resultados obtenidos, es posible
determinar que el resveratrol y/o la genisteina mejoran la respuesta corporal ante una carga
de glucosa y para mantener las concentraciones de glucosa, lo que sugiere que pueden

mejorar la sensibilidad a la insulina.

En cuanto a la biopsia de musculo se encontraron diferencias significativas en la relacion
de pJAK2/JAK2 para todos los grupos de tratamiento y en la relacion de pAMPK/AMPK
para los grupos de combinacion y genisteina, esto se relaciona con los resultados obtenidos
sobre el &rea bajo la curva de glucosa e insulina, ya que cémo se menciond al inicio, estos
compuestos bioactivos tienen la capacidad de activar la via de sefializacion de AMPK y por
lo tanto inhiben la sintesis de acidos grasos, teniendo como resultado una mejoria en la

sensibilidad a la insulina.

En cuanto a estos resultados, se han llevado a cabo estudios en los cuales han evaluado
la cantidad de estas proteinas, en el estudio de Timmers et al (34) encontraron un aumento
en las concentraciones de pAMPK y PGC1a en el grupo del resveratrol en comparacion del
placebo, aunque es importante sefialar que no hubo diferencia significativa, asi mismo el
estudio de Yoshino et al (43), tampoco encontraron diferencias significativas aunque si una
tendencia a aumentar pAMPK en el grupo de resveratrol, sin embargo el grupo de Peng
Goh (31) si encontrd diferencia significativa en la relacion pAMPK/AMPK, aunque el tipo de
poblacion era diabética. Otro factor para tomar en cuenta es que los estudios en musculo
se han llevado a cabo con una muestra pequefia, por lo que si se aumentara el nimero de

pacientes probablemente se podrian observar los cambios esperados.

Por otro lado los resultados que se obtuvieron a partir de la tincion de SDH muestran que
los compuestos bioactivos generan un aumento en PGCla el cual esta relacionado con la
biogénesis mitocondrial, sobre estos valores, en el presente trabajo, los tres grupos con
compuesto bioactivo mostraron cambios significativos; a nuestro conocimiento, este estudio
es el primero en evaluar dicha tincion posterior a la suplementacion de estos compuestos
bioactivos por lo que dichos resultados apoyan los obtenidos tanto en parametros

antropométricos como bioquimicos.

Finalmente en cuanto a los resultados de la calorimetria indirecta no se observo
modificacion alguna, aunque los grupos de placebo, resveratrol y genisteina tuvieron una

tendencia de disminuir, por otro lado, el grupo de la combinacién mostré una tendencia a
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aumentar el gasto energético, pero, sin alcanzar significancia estadistica. En concordancia
con el presente trabajo, los estudios llevados a cabo por Poulsen et al (32), Timmers et al
(34) y Yoshino et al (43) tampoco encontraron diferencias significativas lo cual sugiere que,
a pesar de activar estas proteinas, el efecto sobre el gasto energético, no es plausible de
obtener. Solo el estudio por Peng et al (31), encontré efecto en el consumo de oxigeno

aunque, como ya se menciong, los sujetos eran diabéticos.

10.- Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la suplementacién con estos
compuestos bioactivos tienen efectos positivos tanto en parametros antropométricos,
bioguimicos y moleculares tal como se observa en la Figura 23, pero dichos cambios, s6lo
se notaran cuando las personas presenten sindrome metabdlico y resistencia a la insulina.
Asi mismo es importante destacar que los resultados obtenidos en estudios previos, con
estos compuestos bioactivos, sugieren que sus efectos dependeran de la dosis y el tiempo
durante el cual sean administrados, siendo eficaz en el presente estudio, una dosis de 150

mg de resveratrol al dia y/o 50 mg de genisteina al dia por al menos dos meses

Resveratrol

ABC Glucosa T
: Triglicéridos
ABC Insulina Pac @

C. de cintura # de Mitocondrias ﬁ
Leptina

Figura 23 Efectos de los compuestos bioactivos genisteina y resveratrol sobre parametros antropométricos,
bioquimicos y moleculares.
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