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RESUMEN

El estilo de vida que durante las Ultimas décadas se estd imponiendo en nuestra sociedad
favorece el desequilibrio del balance energético debido al desajuste entre los habitos
alimentarios (mas ingresos energéticos) y el nivel de sedentarismo (menos gasto) fenédmenos

vinculados directamente al desarrollo del sindrome metabdlico.

Las patologias asociadas al sindrome metabdlico son la principal causa de muerte en los paises
desarrollados, con las implicaciones que supone no sélo en salud publica sino también a nivel
socioecondmico. Sin embargo, este fendmeno no tiene lugar en todo el mundo por igual,
siendo Japdn uno de los paises con menor incidencia de sindrome metabdlico. La relacidn
directa entre los habitos alimentarios y el desarrollo del sindrome metabdlico sugiere la
existencia de biocompuestos en la dieta tradicional japonesa, con capacidad de prevenir,

retrasar o mejorar el sindrome metabdlico.

Aunque existen trabajos que evidencian efectos beneficiosos sobre pardmetros del sindrome
metabdlico atribuidos al consumo de soja y té verde, las vias moleculares de actuacién de sus
principales biocompuestos no han sido alun totalmente caracterizadas. Con intencidon de
aportar conocimiento que ayuden a dilucidarlas, se presenta esta tesis en la que se ha
estudiado los efectos metabdlicos atribuibles a la ingesta de soja o té verde, teniendo en
cuenta la biodisponibilidad de sus principales biocompuestos: las isoflavonas y las catequinas

respectivamente.

Se han realizando estudios para estimar tanto el caracter terapéutico como preventivo del
sindrome metabdlico de estos biocompuestos. En este contexto, se ha descrito que las vias de
actuacioén y los mecanismos mediados por las isoflavonas genisteina, daidzeina y su metabolito
equol, en modelos in vitro insulinorresistentes de los principales tejidos diana de la insulina,
contribuirian a una mejora de la hiperglucemia, la hiperlipidemia, la inflamacién y la esteatosis
hepatica, importantes componentes de la fisiopatologia del sindrome metabdlico en humanos.
Por su parte, se ha demostrado que la principal catequina del té verde, el galato de
epigalocatequina, actia mediante su autooxidacidn, como sefializador celular, induciendo un
desacoplamiento mitocondrial, que se compensa por un incremento de la activacién de AMPK.
Estos hallazgos contribuyen a una descripcion mas detallada de los mecanismos de accidn que
podrian explicar parte de los efectos beneficiosos sobre los desajustes del metabolismo

energético asociados al consumo de soja y té verde.






RESUM

L’estil de vida que durant les uUltimes décades s’esta imposant a la nostra societat afavoreix el
desequilibri del balan¢ energétic degut al desajustament entre els habits alimentaris (més
ingressos energetics) i el nivell de sedentarisme (menys despeses), fenomens vinculats

directament a I'aparicié de la sindrome metabolica.

Les patologies associades a la sindrome metabolica son la principal causa de mort en els paisos
desenvolupats, amb les implicacions que suposa no només en salut publica siné també a nivell
socioeconomic. No obstant, aquest fenomen no té lloc a tot arreu de la mateixa manera,
essent el Japd un dels paisos amb menor incidencia de sindrome metabodlica. La relacié directa
entre els habits alimentaris i el desenvolupament de la sindrome metabolica suggereix
I’existéncia de biocompostos en la dieta tradicional japonesa amb capacitat de prevenir, alentir

o millorar la sindrome metabolica.

Malgrat que existeixen treballs que evidencien afectes beneficiosos sobre parametres de la
sindrome metabolica atribuits al consum de soja i te verd, les vies moleculars d’actuacio dels
seus principals biocompostos no han estat encara totalment caracteritzades. Amb intencid
d’aportar coneixements que ajudin a dilucidar-les, es presenta aquesta tesi en la que s’han
estudiat els efectes sobre el metabolisme i la seva senyalitzacio atribuibles a la ingesta de soja i
te verd, tenint en compte la biodisponibilitat dels seus principals biocompostos, les isoflavones

i les catequines, respectivament.

S’han realitzat estudis per estimar tant el caracter terapeutic com preventiu de la sindrome
metabolica d’aquest biocompostos. En aquest context s’ha descrit que les vies d’actuaciod i els
mecanismes en els que participen les isoflavones genisteina, daidzeina i el seu metabolit equol,
en models in vitro insulinorresistents dels principals teixits diana de la insulina, contribuirien a
una millora de la hiperglucemia, la hiperlipidemia, la inflamacié i I'esteatosi hepatica,
importants components de la fisiopatologia de la sindrome metabolica en humans. Per altra
banda, s’ha demostrat que la principal catequina del te verd, el gal-lat d’epigal-locatequina,
actua mitjancant la seva autooxidacid, com a senyalitzador cel-lular, induint un desacoblament
mitocondrial compensat per un augment de I'activaci6 d’AMPK. Aquestes troballes
contribueixen a una descripcié més detallada dels mecanismes d’accié que podrien explicar
part dels efectes beneficiosos sobre les alteracions del metabolisme energétic associats al

consum de soja i te verd.






ABSTRACT

Changes in Life style during the last decades in our society has lead to a shift of the energy
balance due to an imbalance between the eating habits (higher energy input) and the
sedentarism (lower output), two hallmarks directly associated to the development of

metabolic syndrome.

Pathologies associated to metabolic syndrome are the main cause of death in developed
countries, with consequences both in public health and socioeconomics. However, this
phenomenon does not appear equally in all countries. Japan is one of the countries with less
incidence of metabolic syndrome. The direct relationship between eating habits and the
development of metabolic syndrome suggests the existence of biocompounds in the Japanese

traditional diet, with potential to prevent, diminish or ameliorate the metabolic syndrome.

Although beneficial effects of soy and green tea ingestion have been described previously, the
molecular mechanisms of their main biocompounds have not been completely characterized
yet. The aim of this thesis is to provide knowledge to help dilucidate them. The effects of soy
and green tea consumption on cell metabolism and signalling have been studied, according to

the bioavailability of their main biocompounds: isoflavones and catechines, respectively.

Studies have been performed to assess both the therapeutics and prevention of the metabolic
syndrome by these biocompounds. In this context, the mechanism of action of the isoflavones
genistein, daidzein and its metabolite equol have been described in in vitro models with insulin
resistance of the main tissues that are targets of insulin, with potential interest to improve
hyperglycemia, hyperlipidemia, inflammation and hepatic steatosis, which constitute
important hallmarks of the physiopathology of metabolic syndrome in humans. On the other
hand, it has been demonstrated that the main catechin of green tea, epigallocatequin gallate,
through its autooxidation products, modifies cell signaling, leading to a mitochondrial
uncoupling compensated by activation of AMPK. In conclusion, these findings offer a more
detailed description of the action mechanisms that justify part of the beneficial effects of soy

and green tea ingestion on alterations of energy metabolism.
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Introduccion

Nota: se ha estimado oportuno empezar esta Tesis con un breve repaso de la fisiologia
del metabolismo energético y de los organos participantes en el proceso antes de
comentar las complicaciones derivadas de la pérdida de la homeostasis en el balance
energético. Este compéndio servird tanto para centrar el tema como para comprender

mejor los argumentos que se han desarrollado durante la elaboracion de esta Tesis.

METABOLISMO ENERGETICO

Se define el metabolismo como el conjunto de las reacciones y procesos fisico-
guimicos que ocurren en una célula y, por extensidon en el organismo. La interrelacién
de estos procesos son la base de la vida a escala molecular y permiten las diversas

actividades de las células (Elsas LJ. 2012).

Las células requieren de una serie de combustibles para su correcto funcionamiento
que son obtenidos por la dieta. La actividad y sustancias quimicas del sistema digestivo
degradan las macromoléculas de los alimentos para liberar los substratos energéticos
del cuerpo que puede ser utilizado inmediatamente o almacenado en tejidos

corporales, tales como el higado, los musculos vy el tejido adiposo.

El estudio del metabolismo de un organismo en concreto, aporta informacién de como
se encuentra en cuanto a parametro fisiologicos, lo que implica una buena

herramienta para predecir o detectar diferentes enfermedades y/o problemas de salud.

Una caracteristica del metabolismo es la similitud de las rutas basicas entre especies
muy diferentes (Smith, Morowitz 2004) que puede ser debido a una temprana
aparicion en la historia evolutiva (Ebenhoh, Heinrich 2001) condicionada por la
prevalencia de aquellas rutas altamente eficientes (Melendez-Hevia, Waddell &

Cascante 1996).

Con el fin de entender mejor como se lleva a cabo la regulacién de la homeostasis
energética desde la ingesta de los nutrientes hasta su utilizaciéon o almacenamiento, a
continuacion se hard un breve resumen de los principales 6rganos participantes en

este proceso.
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Organos participantes en la homeostasis energética
Higado

El higado es la mas voluminosa de las visceras del cuerpo humano y una de las mas
importantes en el control de la homeostasis energética ya que es el primer drgano
comprometido en el control de los niveles sanguineos de glucosa, lipidos y
aminodcidos. Se puede considerar que el higado funciona como centro de

reprocesamiento de estas sustancias nutritivas.

Metabolismo glucidico

La glucosa se incorpora a los hepatocitos por transportadores GLUT2 en un proceso no
afectado de forma directa por la insulina (Wells et al. 1992). Una vez en su interior, la
glucosa es rapidamente convertida en glucosa 6-fosfato por la enzima glucoquinasa’,
de esta manera, el éster de fosfato no puede difundir hacia el medio extracelular y por
ende es atrapado en el interior celular. La glucosa 6-fosfato puede seguir procesos
catabdlicos hasta la obtencidn de dos moléculas de piruvato o puede ser convertida en
glucosa 1-fosfato para ser posteriormente almacenada en forma de glucégeno. A parte,
otras hexosas como la fructosa y galactosa pueden ser convertidas en glucosa en el
higado. De las dos, la fructosa es particularmente importante debido a la gran cantidad
presente en una dieta humana saludable, principalmente por la fruta. Ademas, el

exceso de glucosa es convertido en acidos grasos y después en triglicéridos (TG).

Una de las particularidades mas importantes que presenta el higado en cuanto al
metabolismo glucidico es que en situaciones de hipoglucemia, puede activar la ruta
metabdlica que permite la sintesis de glucosa a partir de precursores no glucidicos, a

este proceso se le denomina gluconeogénesis.

Metabolismo lipidico

Los lipidos de la dieta ingresan al higado desde 2 origenes. Por un lado, los acidos
grasos libres (AGL) de cadena corta que son absorbidos directamente en el intestino se

unen a albumina y se liberan al sistema porta para que llegue al higado. Por otro lado,

! Isoenzima de la familia de las hexoquinasas predominante en el higado

32



Introduccion

la principal porcion de los acidos grasos de la dieta llegan a través de la arteria
hepatica como TG en forma de remanentes de quilomicrones (Figura 1). Los AGL de la
dieta son convertidos en TG por las células de la mucosa intestinal. Estos, en
conjuncién con fosfolipidos y una fina capa de proteinas (apolipoproteinas),
constituyen los quilomicrones que ingresan en los vasos linfaticos y en la sangre

periférica.

Apolipoproteinas
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Figura 1. Composicion de los quilomicrones. Los quilomicrones se generan en el intestino delgado y
estdn formados por triglicéridos, fosfolipidos, colesterol y apolipoproteinas.

La mayoria de los quilomicrones son depurados de la sangre por tejidos extrahepaticos
tales como el adiposo y el muscular. En las células del endotelio vascular de estos
tejidos la lipoproteina lipasa (LPL) cataliza la liberacion de los TG. Los residuos de los
quilomicrones ingresan al higado, donde son degradados los TG remanentes.
Aproximadamente 20% de los acidos grasos de la dieta entran en los hepatocitos,

donde pueden ser utilizados como sustrato energético o resintetizados a TG.

El higado forma una sola reserva de acidos grasos a partir de varias fuentes. Ademas
de los acidos grasos de los quilomicrones y los AGL circulantes, estan los sintetizados
enddégenamente a partir de la acetil CoA de la glucosa. Estos AGL son luego utilizados
para sintetizar TG y, en presencia de las apolipoproteinas, constituyen la lipoproteina

plasmatica de muy baja densidad (VLDL).

Por consiguiente, y como se ilustra en la figura 2, los acidos grasos de la dieta son

procesados a quilomicrones y VLDL y redistribuidos a nivel plasmatico por todo el
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organismo. En su trayecto son utilizados por los diferentes tipos celulares de los
organos periféricos dependiendo de los receptores de apolipoproteinas que expresen,
fendmeno que estd en funcidon de sus necesidades de TG y/o colesterol. La LPL
hidroliza los TG y los AGL se incorporan al interior celular por transportadores
especificos. La disminucion de la concentracion de TG y colesterol provoca un
incremento de la densidad de las VLDL generandose asi las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Estas ultimas pueden ser
directamente sintetizadas por el higado cuando existe requerimientos de colesterol
como sustrato para la sintesis de compuestos como: sales biliares, hormonas y

vitamina D.

Sales biliares

I
Organos
periféricos colesterol

oEsteres de Transportadores . Transportadores . Receptores de ' Receptores

' Apolipoproteinas TG . — de AGL de colesterol Apolipoproteinas de HDL

Figura 2. Evolucidn de los quilomicrones a lipoproteinas de muy baja densidad(VLDL), baja densidad
(LDL) y de alta densidad (HDL).

En cuanto al aporte de ésteres de colesterol a las células de un organismo, se puede
decir que se realiza a través de VLDL o LDL mientras que su eliminacion tiene lugar en
forma de HDL (Shi, Burn 2004). Este hecho sugiere que la relacion entre la
concentracion de los niveles plasmaticos de estos compuestos sea un buen indicador

del estado metabdlico lipidico de un individuo.
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Musculo Esquelético

La principal funcion de las células musculares es la generacion de movimiento
convirtiendo la energia quimica en energia mecdnica. Metabdlicamente, estan
especializadas en degradar las sustancias nutritivas y producir el ATP necesario para la

contraccion muscular.

Metabolismo glucidico

El musculo esquelético juega un rol central en la regulacion del metabolismo de la
glucosa de todo el cuerpo. Debido a su masa, el musculo esquelético es el principal
tejido responsable de la incorporacién de glucosa dependiente de insulina, explicando
mas del 80 % de la captacion de glucosa de todo el cuerpo (Henriksson 1990). En este
caso, la glucosa sanguinea ingresa a los miocitos por un proceso de difusién facilitada a
través del transportador GLUT4 (Camps et al. 1992). Una vez dentro de la célula, es

fosforilada y utilizada para la obtencion de ATP o almacenada en forma de glucégeno.

Durante requerimientos energéticos a corto plazo (20-30 minutos), los miocitos
obtienen la energia a partir de la captacidon de la glucosa plasmatica o de la reserva de
glucosa en forma de glucégeno, que es transformada a piruvato por glucdlisis. El
piruvato formado puede seguir dos caminos dependiendo del suministro de oxigeno
existente. Si hay suficiente suministro de oxigeno, el piruvato es descarboxilado en la
matriz de la mitocondria por el complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa
formando CO, y acetil coenzima A (acetil CoA) que ingresa en el ciclo de Krebs
otorgando los substratos necesarios para la formacién de ATP por fosforilacidén
oxidativa. Si no hay suficiente cantidad de oxigeno disponible o el organismo es
incapaz de continuar con el proceso oxidativo, el piruvato sigue una ruta anaerdbica.
En esta via, el piruvato se reduce a lactato con la participacion de la lactato
deshidrogenasa (LDH). El exceso lactato producido ingresa al torrente sanguineo y es
restituido al higado, donde es convertido en glucosa por procesos gluconeogénicos,
gue vuelve a ser secretada al torrente sanguineo completando asi el proceso

denominado ciclo de Cori (Figura 3).
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Glucosa Glucosa

Musculo Glukosa Ciclo de cori

esquelético GLUCOLISIS

Ruta anaerdbia Acido lactico + ATP

Acido pirtvico
Ruta aerdbia

FOSFORILACION OXIDATIVA

CO,+H,0 +ATP

Transportador de glucosa GLUT 4 . 3
. Mitocondria

Figura 3. Esquema del metabolismo glucidico en el misculo esquelético. La glucosa plasmdtica puede
obtenerse a partir del alimento a través del tubo digestivo o puede producirla el higado a partir del
glucégeno almacenado o por gluconeogénesis.

Dado que el musculo esquelético no expresa la enzima glucosa 6-fosfatasa, este tejido

no puede realizar la gluconeogénesis como ocurre en el higado.

Metabolismo lipidico

En estado de reposo el musculo esquelético obtiene la mayor parte de la energia a
partir de la B oxidacién los AGL circulantes (unidos a seroalbimina), o procedentes de

la hidrdlisis, mediada por LPL, de los TG de quilomicrones o VLDL.

Los mecanismos por los cuales los AGL ingresan a la célula no han sido dilucidados
completamente, aunque se propone que tienen lugar tanto por difusién pasiva como
mediada por proteinas especificas tales como: proteinas transportadoras de acidos
grasos (FATP), proteinas traslocadoras de acidos grasos (FAT/CD36), proteinas de
unién a acidos grasos (FABP) o por la accién de caveolinas (Abumrad, Harmon &

Ibrahimi 1998, Koonen et al. 2005).

En el musculo esquelético se expresan principalmente la isoforma uno de FATP y el
tdndem FAT/CD36 (Binnert et al. 2000, Abumrad et al. 1993). La regulacién tanto de

FATP como de FAT/CD36 esta mediada por la accion insulinica que promueve la
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translocacion de estas proteinas transportadoras del citoplasma hacia la membrana
plasmatica (Sfeir et al. 1997, Luiken et al. 2002) favoreciendo asi la incorporacién de

los AGL.

Una vez en el interior celular, los AGL son esterificados a aciles CoA grasos® que, de
esta forma, pueden seguir diferentes rutas: pueden ser sintetizados a fosfolipidos y
formar asi parte de la membrana plasmatica, pueden ser almacenados en forma de TG
o pueden ser utilizados como substrato energético para la regeneracion de ATP
(Lopaschuk et al. 2010). En este ultimo caso, los aciles CoA se acortan en el peroxisoma
mediante la participacion de acil CoA oxidasa (AOX o ACO) o incorporados
directamente a la mitocondria, a través del sistema de carnitina palmitoil transferasas

(CPT’s) (McGarry, Brown 1997).

Ante determinados requerimientos fisioldgicos, las proteinas musculares también
pueden ser hidrolizadas para liberar aminoacidos que seran catabolizados para
satisfacer los requerimientos energéticos. Dado que la célula muscular no puede
manejar el nitrégeno liberado en el catabolismo de los aminodcidos, se produce
alanina y glutamina con el fin de transportar el nitrégeno al higado en forma no toéxica,

donde pueden ser resintetizados a piruvato o eliminados por el ciclo de la urea.
Tejido Adiposo

El tejido adiposo desempefia un importante papel en la regulacion del metabolismo
energético ya que, dependiendo de la situacion fisioldgica del individuo, regula el
almacenamiento o la liberacién de compuestos de alta energia. Asi, cuando la
alimentacion es abundante y nivel de actividad fisica es bajo se produce la lipogénesis,
proceso por el cual el exceso de energia se almacena en el tejido adiposo en forma de
TG. Por el contrario, cuando se produce un déficit de energia, como por ejemplo
durante el ayuno o el ejercicio, tiene lugar la lipdlisis y en este caso los TG se

descomponen, y acidos grasos son liberados al torrente sanguineo.

? Los aciles coenzima A (acil-CoA) son grupos acilo derivados de dcidos carboxilicos unidos al coenzima A
mediante un enlace tioéster. Dependiendo del dcido carboxilico se obtendrdn: Acetil CoA, del dcido
acético; Propionil CoA, del dcido propidnico; Malonil CoA; del dcido maldnico y Acil CoA graso de los
dcidos grasos.
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Lipogénesis

Se define lipogénesis como la formacion de TG a partir de sus precursores. Los acidos
grasos provienen principalmente de las VLDL o sintetizados a partir de la glucosa. El
tejido adiposo es el sitio primario para la degradacion de los quilomicrones ya que los
AGL de esta fuente, asi como de las VLDL, son incorporados a estas células de forma
muy eficiente. Por su parte, la glucosa ingresa a los adipocitos por un mecanismo de
transporte facilitado dependiente de insulina. En su interior, la glucosa, es
metabolizada hasta acetil-CoA que sera utilizado junto con el glicerol 3-fosfato, como

intermediarios en la sintesis de los TG.

Debido a su bajo contenido en agua y elevado contenido de lipidos, es el tejido que
presenta la mayor relacién calorias-peso (8 Kcal. por gramo de tejido) del organismo,
lo que lo convierte en el tejido mas eficiente en el almacenamiento de sustratos

energéticos’.
Lipolisis

Ante determinados estimulos o requerimientos energéticos, los TG son hidrolizados
hasta acidos grasos y glicerol y secretados al torrente sanguineo para su distribuciéon

por todo el organismo.

La etapa limitante de la lipdlisis esta controlada por la lipasa sensible a hormonas (HSL)
gue cataliza la hidrdlisis de los TG. La activacion de HSL depende de la sintesis de AMP
ciclico (cAMP) y este a su vez del grado de activacion/inactivacion mediado por
proteinas G. Por lo tanto, La lipdlisis serd estimulada por todas aquellas hormonas que
al unirse a su receptor provoquen la activacidn de proteinas G estimuladoras mediante
la adenilato ciclasa, como es el caso de los glucocorticoides, catecolaminas vy la
hormona del crecimiento (GH) (Peckett, Wright & Riddell 2011). Por el contrario, la
lipdlisis puede ser inhibida mediante dos mecanismos. Por una lado, mediante
hormonas cuyo receptor se encuentre asociado a una proteina G inhibidora mediante

la fosfodiesterasa, como es el caso de: los receptores adrenérgicos alfa-2, los

3 (L . .. .
El 85% de las reservas energéticas totales del organismo se encuentran como TG en el tejido adiposo.
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receptores nicotinicos, los de la prostaglandina E2, los de la adenosina Al y los de los
neuropeptidos Y (Langin 2006). Por el otro, mediante la activacion de receptores con
actividad tirosinquinasa como es el caso del receptor de la insulina y el del factor de
crecimiento 1 (EGFR1) (Langin 2006). De forma general se puede decir que la actividad

de la HSL aumenta en situaciones de ayuno o de estrés y disminuye por la alimentacién.

El tejido adiposo esta compuesto principalmente por adipocitos, pero también existen
otros tipos celulares que conforman este tejido como preadipocitos, células
endoteliales, fibroblastos, y numerosas células del sistema inmune, en particular,
macrofagos. Las interacciones paracrinas entre estos tipos celulares modularan las
funciones tanto endocrinas como de reserva energética del tejido adiposo. A modo de
curiosidad, algunos autores relacionan de forma directa la concentracion de
macréfagos presentes en el tejido adiposo con el indice de masa corporal (IMC)

(Weisberg et al. 2003).

Aunque se hable del tejido adiposo de forma general, es importante destacar la
existencia de diferentes tipos que, aun presentando las mismas caracteristicas en
cuanto la captacién de TG, difiere en sus funciones principales. Asi, el tejido adiposo
blanco presenta principalmente una funcién endocrina y de almacén de TG mientras
que el tejido adiposo marrdn, que debe su nombre a la alta concentracién de
mitocondrias®, estd directamente relacionado con la regulacién de la temperatura
corporal aunque es un mecanismo de termogénesis poco relevante en humanos
adultos. Por su parte, el tejido adiposo blanco puede catalogarse en visceral o

subcutdneo, dependiendo de su localizacion.

A modo de resumen de lo que se acaba de describir y con la intencion de tener una
vision general de cémo se consigue la homeostasis energética a nivel sistémico, se
muestra la figura 4 en la que se representan las interrelaciones existentes entre el
higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo con el fin de mantener un flujo
constante de los substratos energéticos utilizados a nivel celular para la produccién de

ATP imprescindible para el correcto funcionamiento de las células del organismo.

4 . .
Las mitocondrias presentan color parduzco.
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Figura 4. Interrelacion de sustratos energéticos entre higado, musculo esquelético y tejido adiposo.
Tanto la glucosa como los AGL provienen de la dieta y son transportados a nivel sistémico por el torrente
sanguineo.

Existen situaciones en la vida de un individuo en los que este tipo de comunicacién
entre los diferentes 6rganos se ve modificado como, por ejemplo, durante la
gestacion, periodo en el que pueden ocurrir desajustes del metabolismo tanto de la
madre (Metzger et al. 2007) como del feto (Ravelli, Stein & Susser 1976), pero, por
medio de sistemas de control homeostatico, el cuerpo es capaz de adaptarse. El
problema surge cuando esta inestabilidad energética es mantenida en el tiempo ya
gue se supera la capacidad homeostatica, fendmeno que conduce a una situacidon

patoldgica. .

Los factores de riesgo que juegan cada vez mads a favor en el desequilibrio entre los
ingresos y los gastos energéticos estan principalmente vinculados al estilo de vida que
durante las ultimas décadas se ha impuesto en nuestras sociedades y que se generaliza
en un desequilibrio entre de los habitos alimentarios (incremento de la incorporacion
de nutrientes) y el nivel de sedentarismo (disminucion del gasto energético). Esta
situacion se asocia directamente no sélo con la obesidad sino que también con todas

las patologias que es engloban en lo que se conoce como Sindrome Metabdlico (SM).
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SINDROME METABOLICO

Definicidn y criterios diagndsticos

Aungue el concepto de SM se remonta a los afios 20 (Kylin E, 1923, citado por Zimmet,
M M Alberti & Serrano Rios 2005) actualmente no existe una definicion generalmente

aceptada que detalle los criterios cualiy cuantitativos para diagnosticar el SM.

En 2005, Instituciones como la Federacion Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas
en ingles, International Diabetes Federation), la Asociacion Americana del Corazén
(AHA de American Heart Association) o el la Federacion Mundial del Corazon (WHF de
World Heart Federation) propusieron un consenso que no fue aprobado ni por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS o WHO de World Health Organization) ni por
el Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR de European
Group for the Study of Insulin Resistance) entre otros. Uno de los temas que no se
menciona en la explicacion de la diversidad de criterios es que, asi como se delimitan
diferencias entre género, la mayoria no tiene en cuenta el factor de grupo étnico, muy
importante debido a la carga genética asociada, lo que explicaria la diferencia de
valores de corte en los parametros medidos. Dicho esto, y en base a que los criterios
establecidos por la IDF si que recoge el sesgo de variedad racial, se antojan los
parametros establecidos por la IDF como los mas indicados para el diagnostico del SM,

aungue el debate sigue abierto (para informacién adicional consultar anexo ).

Sin entrar mas en detalle en esta discrepancia y con la necesidad de centrar el tema,
nos basamos en los argumentos generalmente aceptados para definir el SM como el
conjunto de factores de riesgo que aumenta la probabilidad de padecer situaciones
patoldgicas que engloban enfermedades cardiovasculares (ECV) o diabetes mellitus

tipo 2 (DMT2).
Las ECV son la principal causa de muerte en los paises desarrollados (McGill et al.
2000) lo que convierte el SM uno de los principales problemas de salud de estos paises

con las implicaciones socioecondmicas que esto supone.
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Debido a la importancia de tipificar los parametros diagndsticos del SM que sirvan
para comparar prevalencia e impacto de SM a nivel mundial, la IDF definid una serie de

nuevos criterios incluidos en las siguientes tablas (Zimmet et al. 2005).

Tabla 1. Criterios diagndsticos de SM por la IDF

Obesidad central*: dependiendo del grupo étnico presentar un
diametro de cintura que no exceda los valores de la tabla 2 junto con
dos o mas de los siguientes criterios:

Elevacion de TG > 150 mg/dL, o

Estar en tratamiento especifico para
dicha anomalia lipidica.
Colesterol HDL (HDLc) bajo <40 mg/dL en hombres

< 50 mg/dl en mujeres

Hipertension arterial >130/85 mm Hg, o
Seguir tratamiento de hipertension.

Glucemia basal alterada** > 100 mg/d|, o

Diagnostico previo de DMT2

* La obesidad central serd asumida si el indice de masa corporal (IMC) es mayor de 30 kg/mz.

** En la prdctica clinica, también es aceptable el test de intolerancia a la glucosa.

Tabla 2. Puntos de corte para el perimetro de cintura de la IDF
Perimetro de cintura

Grupo étnico

Hombre Mujer
Europeos 294 cm 280cm
Oriente medio 294 cm >80cm
Sudasiaticos 290 cm >80 cm
Chinos 290 cm >80 cm
Japoneses 285cm 280 cm
Norteamericanos >2102cm 2>88cm
Sudamericanos 290 cm >80 cm

Africanos subsaharianos >94 cm >80cm
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A parte de estos referentes clinicos, la IDF definié también unos criterios (tabla 3)
aplicables en el campo de la investigacion que sirvieran como referencia para

determinar, de forma individualizada, el riesgo de ECV o de DMT2.

Tabla 3. Criterios metabdlicos adicionales y variables indicadoras

Distribucion anormal de la grasa corporal

e Distribucién general de la grasa corporal
e Analisis de biomarcadores del tejido adiposo
e Evaluacion del estado de esteatosis hepatica

Dislipidemia aterogénica

e Medicién de Apo B
e Analisis de LDL

Intolerancia a la glucosa
* Sobrecarga oral de glucosa
Resistencia insulinica

* Elevacion de los niveles de insulina/proinsulina en ayunas

¢ HOMA-IR

e Resistencia a la insulina segin el BMM (Bergman Minimal Model)
e Elevacion de acidos grasos libres en ayunas

Alteraciones en la regulacién vascular

¢ Medicion de la disfuncién endotelial
e  Microalbuminuria

Estado inflamatorio

e Elevacion de citoquinas proinflamatorias (TNFa, MCP1...)
e Elevacion de moduladores del proceso inflamatorio (NO)

Estado protrombético
e Factores fibrinoliticos (PAI-1...)
Factores hormonales

e Eje hipotalamo-hipdfisis-glandula adrenal
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Relevancia de los parametros diagnosticos para la estimacion del SM

Antes de empezar a introducir este apartado cabe la pena destacar que cuando se
habla de la problematica de |la obesidad, no se refiere precisamente del exceso de peso
con la que se normalmente se estima, sino a los problemas que suelen acompafar a
éste exceso de peso, como son la hipertensidon, la hiperglucemia o la
hipercolesterolemia, cuya problematica se comentard a lo largo de este apartado. Es
también importante aclarar que estas patologias no son condiciones sine qua non de
todos los sujetos obesos ya que, a modo de ejemplo, no todos los hipertensos son
obesos ni todos los obesos son hipertensos. Hecha la reflexidon sobre la existencia de

los obesos sanos, se procedera a la explicacién del titulo de este apartado.
Obesidad central y parametros del metabolismo lipidico

En una situacién de exceso de energia, en la que se supera la capacidad de captacién
de AGL por el adipocito, se produce un aumento de su concentracion en sangre
(hiperlipidemias). En esta situacién los AGL no captados por los adipocitos son
redistribuidos por la circulacidn sistémica y acumulados de forma ectdpica en otros
tejidos como el hepatico o el musculo esquelético (Miranda et al. 2005a). El tejido
adipocitico visceral también es receptor de los AGL circulantes y su incremento es
facilmente correlacionable por medidas antropométricas como el IMC o el perimetro
de cintura (PC). Por eso se incluyen estos parametros en la mayoria de los criterios

diagndsticos de SM.

El metabolismo lipidico normal incluye liberacion de AGL desde los adipocitos a la
sangre siendo asi distribuidos a nivel sistémico para su utilizacién por los érganos o
tejidos como el higado y el musculo esquelético. En el higado, una parte de los AGL es
catabolizada pero la mayoria es transformada a TG por un proceso de esterificacion.
De forma general, existe un transporte continuo de AGL desde el tejido adiposo hacia
el higado; sin embargo, un exceso de este transporte favorece que el proceso de
esterificacion se sature debido a la acumulacidon de TG a nivel hepatico, que puede

conducir a la situacién de esteatosis hepéatica® (Ginsberg 2000). Esta alteracién del

5 c: . . , ’
Situacion conocida comunmente como higado graso
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metabolismo lipidico se caracteriza por la elevaciéon tanto de TG como de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y el descenso de lipoproteinas de alta

densidad (HDL) (Ginsberg 2000).

El excesivo flujo de AGL al higado produce aumento de la sintesis de TG que resulta en
un incremento de la concentracién de VLDL. Ademas, en el tejido adiposo y en el
musculo se produce un descenso de la actividad LPL, viéndose comprometida la
capacidad de extraer los TG de las VLDL lo que favorece la acumulacion de
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y LDL (Franssen et al. 2011). El incremento
de estas lipoproteinas estd asociado a complicaciones aterogénicas® debido a que
presentan una mayor capacidad de penetracién en la intima, una mejor adherencia a
los glucosaminoglicanos y mayor susceptibilidad a la oxidacidon que las HDL (Cucuianu,
Brudasca 2008). Parece légico pensar que la medida del incremento de estas formas
podria ser un buen indicador del estado metabdlico lipidico del individuo, que sirviera
como criterio diagndstico del SM. Sin embargo, se estimdé mas conveniente para este
fin la medida del descenso de las HDL ya que son depuradas con mayor facilidad que
las otras lipoproteinas ademas de presentar presentan capacidad antiaterogénica

(Julius 2003).
Glucemia basal alterada

En situaciones en la que se encuentra comprometida la capacidad de captacion de
glucosa por parte de los drganos periféricos, aumenta la glucemia y este fendmeno se

asocia al riesgo de desarrollar SM.

El nivel de glucosa circulante en ayunas que se utiliza como referencia para
diagnosticar la hiperglucemia varia dependiendo autores y criterios. Asi, puede
considerarse hiperglucemia cuando los niveles plasmaticos son > 150 mg/dL (Alberti,
Zimmet 1998), mientras que otros trabajos la diagnostican cuando la glucemia basal
excede los 100 mg/dL (Al-Bermani et al. 2005) si bien es cierto que éste ultimo valor es

el que actualmente se tienen mas en consideracion.

6 . . e . e .. . T
Capacidad de promover ateroesclerosis por deposicion e infiltracion de sustancias lipidicas en las
paredes de las arterias.
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Importancia de la hipertension en el SM

La relacion entre hipertension y SM se antoja compleja debido principalmente a que
presenta particularidades independientes a las de otras variables del SM (Miranda et al.
2005b). Aun asi, la mayoria de los expertos coinciden en que la presion arterial con
valores > 130/85 mm Hg sea incluida como criterio diagndstico en la mayoria de las

definiciones del sindrome metabdlico, como se puede corroborar en el anexo |.

Los puntos clave para este consenso incluyen el aumento de la incidencia de la
hipertension en los pacientes diabéticos (Morales et al. 1993), la correlacidon negativa
entre sensibilidad a la insulina y la hipertensién arterial (Ferrannini et al. 1997) y el
papel desencadenante de la hipertensidn en otros factores de riesgo vinculados con el
desarrollo del SM como es el caso de la ateroesclerosis (Haffner 1997). Si bien es cierto
gue este Ultimo punto, aunque relevante, no es exclusivo de la hipertension ya que
como se ha comentado anteriormente, el incremento de los niveles de colesterol LDL,

también juega un importante papel en el desarrollo de la ateroesclerosis.

Es sabido que el rindn desempefia un papel clave en el control de la presidn sanguinea
(Hall et al. 1980). Uno de los principales mediadores del control de la hemodinamica es
el sistema renina-angiotensina-aldosterona por su capacidad de modular tanto la
vasoconstriccion (angiotensina Il) como la concentracion de electrolitos a nivel renal

(aldosterona) que determinaran el aumento de la presién arterial.

Esta descrito que un aumento de la masa adipocitica conduce a un incremento de la
produccién de angiotensinégeno, precursor inactivo de la angiotensina,
proporcionando un mecanismo potencial para aumentar presion sanguinea (Egan,
Greene & Goodfriend 2001). Por su parte, los AGL también presentan efectos sobre la
estimulacion de la produccion de angiotensindgeno a nivel hepatico (Egan, Greene &
Goodfriend 2001), lo que hace evidente la relacion directa entre obesidad e
hipertension. Esta relacién sugiere una posible regulacion de la hipertension, y las

patologias asociadas, mediante el control de la alimentacién.
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Epidemiologia del SM

Prevalencia a nivel mundial

A la hora de analizar y contrastar la prevalencia del SM hay que tener en cuenta las
pautas que se han seguido para su evaluacion, ya que no todos los estudios se basan
en los mismos criterios e incluso muchas veces no queda claro cuales son éstos, lo que
hace farragosa la interpretacion de los resultados. A modo de ejemplo, dependiendo
de los estudios consultados, la prevalencia de SM en la poblacién originaria de Africa
puede ser incluida tanto entre las mas altas (Taylor et al. 2008, Okpechi et al. 2007)
como entre las mas bajas (Woo Y et al. 2003). Si bien es cierto que, a parte del grupo
étnico, la prevalencia del SM en las diversas poblaciones depende de otros factores
como la edad, el sexo, la coexistencia de otras enfermedades e incluso de la renta per

cdapita del pais (Miranda et al. 2005a).

A continuacién, se intentara simplificar los resultados de los estudios examinados,

cuyos detalles pueden ser consultados en el Anexo Il.

Uno de los estudios que probablemente mas relevancia ha suscitado ha sido el de la
Tercera Encuesta Nacional de Salud Americana (NHANES Ill) (Ford, Giles & Dietz 2002),
principalmente por la aleatoriedad de las personas seleccionadas y el amplio rango de
edades elegido. Fueron evaluadas 8.800 personas, de 89 localidades de los Estados
Unidos con edades comprendidas entre 20 y 89 anos. En esta muestra poblacional y
siguiendo los criterios de la IDF, la prevalencia de SM se estimé en un 33,7%. Entrando
un poco mas en detalle, se demuestra una relacion directa entre la prevalencia del SM
tanto con la obesidad, ya que practicamente se obtienen el mismo porcentaje de
prevalencia de SM que de individuos norteamericanos obesos, que son 1/3 de la
poblacién (Bonow, Eckel 2003); como con la edad, ya que la prevalencia de SM en

personas mayores de 60 afios es superior al 40%.

En otros estudios realizados también con cohortes norteamericanas, como el estudio

Framingham (Rutter et al. 2004, Ridker et al. 2003) o el de San Antonio (Meigs et al.
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2003) se encontraron prevalencia similares, destacando también incrementos cercanos
al doble de incidencia de SM tanto individuos con un IMC superior al percentil 85 como

los que presentaban ECV (de Ferranti et al. 2004).

En cuanto a la poblacién europea vy siguiendo los criterios de la OMS, los datos de la
prevalencia media de SM se situa entorno al 23%. Si se utilizan los criterios de la ATPIII,
estos valores se incrementan hasta el 25,9% en hombres y 23,4% en mujeres (Qiao,
DECODE Study Group 2006). Segun el IMC, la prevalencia del SM se sitia en 4,6% en
varones con normopeso, 22,4% en varones con sobrepeso y de 59,6% en los obesos
(Ascaso et al. 2003). Por su parte, las mujeres con normopeso tienen una prevalencia
del 6,2%, este valor se incrementa hasta el 28,1% cuando presentan sobrepeso y hasta
un 50% en mujeres obesas (Ascaso et al. 2003). A tenor de estos resultados queda

patente la relacion entre la obesidad y el desarrollo del SM.

Analizando la situacién por paises, donde se presentan mayores valores de incidencia
de SM es en Finlandia, con valores entorno al 50% (Hu et al. 2008). En el otro extremo
se encuentra Hungria con valores entorno al 10% de prevalencia de SM entre su
poblacion segun los criterios ATPIII (Csaszar et al. 2006), seguido de Eslovaquia, donde
se registran valores del 15,9% de prevalencia de SM en su poblacién masculina (Mokan
et al. 2008). Caso curioso es el de ltalia, pais mediterrdneo por definicién, en el que se
encuentra una gran dispersion de prevalencia de SM en su poblacién que varia entre el

15% en la poblacion del norte y del 25% en el sur (Mancia et al. 2007a).

En el continente asiatico se pueden diferenciar claramente dos zonas en cuanto a la
prevalencia de SM. Por una parte, en Asia central y occidental’ es donde se presentan
los mayores indices. A modo de ejemplo, comentar que los paises arabes presentan
una prevalencia entorno al 32% (Zabetian, Hadaegh & Azizi 2007). Valores similares
(33%) se detectan en Pakistan (Hydrie et al. 2009), mientras que los valores maximos

corresponden a la India, en donde se ha descrito una prevalencia media del 41%

/ Compuesto por: Afganistdn, Arabia Saudita, Armenia, Azerbaiydn, Bahrein, Bangladesh, Catar, Chipre,
Emiratos Arabes Unidos, Georgia, India, Irak, Irdn, Israel, Jordania, Kuwait, Libano, Omdn, Pakistdn,
Autoridad Nacional Palestina, Siria, Turquia y Yemen.
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(Ramachandran et al. 2003, Das, Pal & Ghosh 2011a). Por otra parte, la menor
incidencia de SM corresponde a la parte oriental asidtica®, cuyos minimos
corresponden a Japdn, que con valores inferiores al 10% (DECODA Study Group 2007)
se situa como el pais con menor prevalencia de SM a nivel mundial. Con intencién de
dar una explicacién a este fendmeno, son varios los trabajos que vinculan los bajos
niveles de prevalencia de SM en Japdn al efecto beneficioso que aportan diferentes
compuestos bioactivos de origen vegetal tipicos de su dieta tradicional (Otsuka et al.

2010, Misra et al. 2009, Damiao et al. 2006) como son la soja o el té verde.
Prevalencia del SM en Espaia

En Espafia, como en la mayoria de los paises desarrollados, las ECV contintian siendo la
principal causa de mortalidad y, en consecuencia, se puede encontrar bastante
informacién sobre los factores de riesgo cardiovasculares (Grima Serrano, Alegria
Ezquerra & Jover Estelles 1999, Rodriguez Artalejo et al. 2002, Aranceta et al. 2003a,
Masia et al. 1998, Masia et al. 1998, Tomas Abadal et al. 2001, Masia et al. 2004). Sin
embargo, la prevalencia del SM y su impacto en las ECV esta sujeta a una mayor
incertidumbre debida no sélo a las diferencias existentes en los criterios diagndsticos

evaluados sino también a las diferencias poblacionales, socioeconémicas, etc.

En 1997 la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO) realizo el primer
estudio nacional basado en datos antropométricos y socioecondmicos en el que se
incluyeron individuos entre 25 y 60 afios en 5 comunidades autonomas (SEEDO’97)
(Aranceta et al. 1998). Tres afios después, se incluyeron al trabajo los datos de 4
comunidades mas, formando asi el estudio SEEDO’2000 que constaba de 9.885 de 8
regiones espanolas (Andalucia, Baleares, Pais Vasco, Canarias, Cataluia, Galicia,
Madrid y Valencia). En este estudio se estimd que la prevalencia de obesidad en
Espafia era 14,5%, con diferencias significativas entre sexos (15,5% en mujeres y
13,3% en hombres). En este mismo estudio, se destacd que el 39% de la poblacion
espafiola presentaba sobrepeso (IMC225Kg/m?) y que el 0.5% sufria de obesidad

morbida (Aranceta et al. 2003b).

® Formada por: China, Corea del Norte, Corea del Sur, Hong Kong, Japén, Macao, Mongolia y la
Republica de China (conocida como Taiwdn).
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Uno de los primeros estudios en el que se hace referencia directamente a la
prevalencia del SM fue el realizado por la Encuesta Nutricional de Canarias (Alvarez
Leon, Ribas Barba & Serra Majem 2003). En este estudio participaron 578 adultos con
edades entre 18 y 74 anos. La prevalencia de SM encontrada de este grupo poblacional
fue del 24,4%. No se hallaron diferencias significativas entre sexos aunque si que se

denotd una relacion inversa entre el nivel de estudios y la prevalencia de SM.

Mas alentadores fueron los datos del registro MESYAS (MEtabolic SYndrome in Active
Subjects) en el que se analizaron a 7.256 sujetos laboralmente activos cuya prevalencia
del SM se situo en torno al 10% (Alegria et al. 2005). Lamentablemente este dato no
puede ser extrapolado como representativo de la poblacidon total espafiola, debido a
que el grupo de estudio fruto de estos resultados se encuentra limitado. Por una parte,
solo se incluyeron a los individuos laboralmente activos y por otra, sdlo participaron en
el estudio los trabajadores de dos factorias ubicadas en especificamente en la misma

region (Valencia).

Posteriormente, el interés por el estudio de la situacion epidemioldgica del SM
nacional sufrid un aumento exponencial. Se han realizado exhaustivos trabajos a lo
largo de toda la geografia nacional, en los que se han registrado, a parte de los propios
parametros para estimar la prevalencia del SM segun los criterios IDF, definidos
anteriormente en la tabla 2, otros datos como la coexistencia de ECV, DM, el grado de
tabaquismo o el nivel académico. Estos datos han sido englobados en el estudio

DARIOS (Fernandez-Berges et al. 2012) cuyos datos son resumidos en la tabla 4.

Dentro del mismo rango de edades, la prevalencia de SM mas alta se encuentra en la
poblacién de Baleares seguida de la de Canarias mientras que la prevalencia mas baja
tiene lugar en Cataluia (hay que tener en cuenta que los datos referentes al estudio
ARPER corresponden a una poblacién mas envejecida lo que justifica los valores
entorno al 40% de prevalencia de SM en esta poblacion). En cualquier caso, los valores
medios de SM en la poblacién adulta espafiola se encuentran actualmente entorno al

30%, superior al de la media europea.
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Tabla 4. Prevalencia de SM en la poblacién espafiola por comunidades auténomas. Poblacion entre 35

y 74 afios
Prevalencia SM (%)
Poblacién Estudio (IC 95%)

Hombres Mujeres
Andalucia DRECA-2 30(27-33)  27(25-30)
Baleares CORSAIB 36 (33-39)  31(28-34)
Canarias CDC 34 (31-36) 37 (35-39)
Castilla la Mancha  TALAVERA 28 (22-34) 25 (20-30)
Castillay Le6n RECCyL 30(27-33)  31(28-33)
Catalufia REGICOR 23 (20-25)  25(22-27)
Catalufia ARPER* 42 (39-45)  41(39-43)
Extremadura HERMEX 33(31-36)  29(27-32)
Madrid PREDIMERC 29 (26-31) 23 (21-26)
Murcia DINO 29 (25-34) 27 (23-30)
Navarra RIVANA 32 (30-34) 22 (20-24)
TOTAL DARIOS 32(29-35)  29(25-33)

*En este estudio la edad de la poblacion esta entre 49-74 afios

Hay que tener en cuenta que la situacién de actual del SM repercute directamente no
solo a la salud publica sino que origina un grave problema econdmico a corto plazo que
se vera considerablemente aumentado con el paso de los afios. Este hecho se debe, no
solo por las repercusiones futuras de las condiciones actuales sino también a las
previsiones de incremento de la tendencia actual, sélo teniendo en cuenta la DMT2 se
estima que en los proximos 20 afios se alcanzaran valores del 69% de prevalencia en
esta patologia (Shaw, Sicree & Zimmet 2010). En consecuencia, se hace mas que
evidente la necesidad de implementar medidas de prevencién comunitaria. El hecho
de que los principales factores de riesgo relacionados directamente con el incremento
de la prevalencia de SM, sean debidos al cambio en los patrones alimentarios que esta
teniendo lugar ultimamente en nuestra sociedad, hace evidente la importancia de
encaminar los planes de prevencion al fomento de un estilo de vida sano basado en

una alimentacion saludable.
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RESISTENCIA A LA INSULINA

Una de las caracteristicas mas importantes en la etiopatologia del SM es la Resistencia
a la Insulina (Rl) (Lann, Gallagher & Leroith 2008) que se define como la disminucién
de la sensibilidad a las acciones desencadenadas por la insulina, que se detallaran
posteriormente. El concepto de Rl se propuso ya en 1936 (Himsworth 1936) con la
intencién de diagnosticar a los pacientes diabéticos que requerian altas dosis de
insulina para regular la homeostasis de la glucosa. La Rl juega un importante papel
clave en patologias como la DMT2 y esta directamente asociada con los principales
problemas de salud de las sociedades desarrolladas (DeFronzo y Ferrannini, 1991;
Petersen et al., 2007; Reaven, 2005). Para entender mejor los problemas de la falta de
sensibilidad a la insulina a continuacién se hara un breve resumen de los efectos

fisioldgicos relacionados con la accidn insulinica, no sin antes definir la hormona.

Insulina

Se puede afirmar que la insulina es una de las hormonas por excelencia que regula la
homeostasis energética, debido principalmente a sus efectos directos sobre el
metabolismo tanto glucidico (Cheatham, Kahn 1995) como lipidico (Dyck 2009) y
proteico (Keller 2011). A modo de curiosidad comentar que su descubrimiento, en
1921, fue debido al trabajo de Frederick Grant Banting realizado en el laboratorio de
John James Richard Macleod lo que les valié el premio Nobel de Fisiologia y Medicina
en 1923. Aunque en este galardén fue excluida la participacion del becario Charles
Herbert Best, Banting reconocid su valor en el descubrimiento compartiendo con él la
mitad del premio (Wikipedia contributors) hecho honroso que merece la pena

comentar.

La insulina es un polipéptido formado por 51 aminodcidos distribuidos en dos cadenas
peptidicas unidas por puentes disulfuro. Se sintetiza en las células B pancreaticas y
requiere de una serie de pasos hasta adquirir la conformacién activa. Estos pasos se
resumen graficamente en la figura 5 y se detallan a continuacién. En primer lugar se
forma la preproinsulina, un precursor inactivo que madura en el reticulo

endoplasmatico a proinsulina, proceso en el que pierde parte de los residuos del
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extremo amino terminal, en esta forma migra al aparato de Golgi donde se separa el
péptido C y se genera la insulina propiamente dicha. Ambos compuestos, se
almacenan en vesiculas secretoras que se liberaran posteriormente por exocitosis

(Quitons A, Hall GE. 2006).
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Figura 5. Proceso de formacion de la insulina a través de sus precursores

Proceso de secrecion insulinica

Cuando la glucemia aumenta por encima de 3 mM, comienza la captacion de glucosa
por las células B pancreaticas a través de los transportadores de glucosa tipo 2 (GLUT-
2) (Mueckler 1994). Una vez en el interior celular, la glucosa se fosforila formando
glucosa-6 fosfato que posteriormente se metaboliza, oxidandose mediante la glucdlisis

para la generacion de energia en forma de ATP.

El incremento de ATP provoca la inactivacion de los canales de potasio sensibles al ATP
(Maechler 2003) impidiendo asi la salida de K" de las células B pancreéticas, fendmeno
crea una despolarizacion de la membrana celular y con ello la apertura de canales de
Ca*" dependientes de voltaje. El incremento de Ca®* citosdlico es el estimulo que
provoca la fusién de las vesiculas que contienen insulina con la membrana plasmatica 'y
con ello la liberacidén de insulina por exocitosis, que se transportara hacia los érganos
diana por vasos sanguineos (Pocock G y Richards CD, 2005). A modo de resumen, en la

siguiente figura (Figura 6) se representa el proceso que se acaba de definir.
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Figura 6. Mecanismo de liberacion de insulina dependiente de glucosa en las células 8 del pdncreas
(Adaptacion del mecanismo propuesto por MacDonald (MacDonald, Wheeler 2003).

Acciones de la insulina

Una de las principales funciones de la insulina es la de estimular la captacidon de
glucosa en el musculo esquelético mediada por la translocacion del transportador de
glucosa 4 (GLUT-4), hacia el sarcolema® (Mueckler 1994), aunque también actua
directamente sobre otros drganos y tejidos. A nivel hepatico, la insulina activa la
enzima glucégeno sintetasa que estimula la sintesis de glucégeno como reserva
energética de la célula, y a su vez se inhibe la enzima glucégeno fosforilasa, evitando
asi la glucogendlisis (Cheatham, Kahn 1995). Por su parte, en el tejido adiposo, la
insulina estimula la captacion de AGL mediante la activacion de proteinas
transportadoras de acidos grasos (FATP) (Stahl et al. 2002). Este fendmeno resulta en
un incremento de los AGL y con ello de la sintesis de TG, aumentando asi los depdsitos

de almacenamiento de lipidos.

9 . " ,
El sarcolema es el nombre que se le da a la membrana citoplasmdtica de las células musculares.
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Via de sefializacion insulinica

La sefalizacion insulinica comienza cuando la hormona se une a su receptor especifico
(IR). Como resultado de esta interaccion tienen lugar una cascada de fosforilaciones
ligadas a la activacién de varias proteinas clave para la regulaciéon de las vias
metabodlicas que gobiernan el metabolismo energético celular y por extensién del
organismo. En el anexo IV se puede consultar los detalles de las vias relacionadas con
el metabolismo energético celular sensibles a la accidn insulinica que, para facilitar la
comprension de los resultados que se expondrdn en esta tesis, se resumen
esquemadticamente en la siguiente figura (Figura 7) y cuyos detalles se explicaran a lo

largo de este apartado.
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Figura 7. Esquema representativo de la via de sefializacién insulinica

A primera vista, se sugiere una via muy bien definida, sin embargo hay que tener en
cuenta la existencia de un gran numero de factores que afectan a su regulacién y que
resultan en la generacion de diferentes efectos metabdlicos (Taniguchi, Emanuelli &
Kahn 2006). A modo de ejemplo comentar que teniendo en cuenta las isoformas
existentes de las proteinas participantes existen mas de 1.000 posibles combinaciones

diferentes (Taniguchi, Emanuelli & Kahn 2006).
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De las vias reguladas por la accién insulinica se pueden destacar la via del AKT,
conocida también como PKB, responsable de |la mayoria de las acciones metabdlicas de
la insulina; y la via de las proteinas activadas por mitégeno (MAPK / ERK 1y 2), que
regula la expresion de genes que intervienen en el control del crecimiento y

diferenciacién celular (Avruch 1998) .

Entre las muy diversas moléculas que estan involucradas en la via de sefalizacién
insulinica se revelan como proteinas clave: el receptor de la insulina (IR), su substrato
(IRS), la AKT y las ERK 1 y 2 debido principalmente a que cada uno de estas proteinas
son esenciales para la transduccién de sefal insulinica, constan de varias isoformas con
funciones unicas, y sirven de mediador entre otras cascadas de sefalizacion; por lo

gue merecen una mencion especial.

Receptor de insulina (IR)

El receptor de insulina es una proteina tetramérica compuesta por dos subunidades a
y dos B, unidas covalentemente por enlaces disulfuro. La subunidad a se localiza
extracelularmente y contiene el dominio de unién a la insulina mientras que la

subunidad B presenta un dominio intermembrana y posee una funcion tirosina quinasa.

La union de la insulina a las subunidades a induce la autofosforilacion de la subunidad
 en 6 residuos tirosina activandose asi la funcidén quinasa (Ullrich, Schlessinger 1990a).
Esta funcion activada permite la fosforilacion de la proteina IRS-1 (insulin receptor
substrate 1) aportando asi la capacidad de unirse de forma covalente con otras
proteinas especificas, que tienen en comun un dominio-SH2 (Ullrich, Schlessinger

1990b), iniciando asi la transduccion de sefial insulinica.

Aunque presenta gran afinidad por la insulina, el IR también puede ser activado por
IGF (insulin-like growth factor) (Yamaguchi et al. 1991). El grado de activacion del IR
por IGF dependerd de la isoforma de IR expresada en cada tejido (Yamaguchi et al.
1991). Como regulacion negativa cabe destacar la funcion que presentan fosfatasas
como PTP1B, que interactia directamente con el IR desfosforilando importantes

residuos en tirosina reduciendo asi su actividad (Elchebly et al. 1999).
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Substratos del receptor de la insulina (IRS)

Es una familia de proteinas compleja debido a varios fendmenos que se resumen a
continuacion. En primer lugar, se han identificado al menos 6 isoformas de IRS
intracelulares (tabla 5) con diferentes particularidades en cuanto a su activacién y
distribucién. La coexistencia de varias isoformas en las mismas células complica la

comprension de la regulacion de la via.

Tabla 5. Isoformas de IRS y distribucion de su expresion

Isoforma Distribucion Referencia

IRS1 Ubicuo Sun et al. 1991
IRS2 Ubicuo Sun et al. 1995
IRS3 Adipocitos y cerebro Lavan et al. 1997
IRS4 Células embrionarias Fantin et al. 1998
IRS5* Riflones e higado Cai et al. 2003
IRS6* Musculo esquelético Cai et al. 2003

* Aunque definidos como ubicuos, presentan una expresion predominante en los drganos indicados

En segundo lugar, las proteinas IRS presentan varios dominios de regulacidon con
acciones especificas como dominios de homologia Pelkstrin (dominios PH), que
permiten la union con fosfolipidos de membrana PIP3; dominios vinculantes a
fosfotirosina (dominios PTB), que otorgan alta afinidad de estos substratos para el IR; y
dominios de homologia a Src2 (dominios SH2) que aportan la capacidad de unirse a
moléculas adaptadoras como la subunidades reguladores que conforman la PI3K o la
molécula adaptadora GRB2, (Virkamaki, Ueki & Kahn 1999) favoreciendo la

transduccion de sefial hacia AKT o ERK1/2 respectivamente.

En tercer lugar, IRS presenta multiples residuos susceptibles de fosforilacion. De forma
general la fosforilacién de serina parece que regula negativamente la sefializacion del
IRS (Zick 2005). Corroborando este fendmeno, esta descrito que la fosforilacién en las
serinas de IRS1 se encuentra incrementada en estados fisioldgico de resistencia a la

insulina y podria tener un papel en su patogénesis (Bouzakri et al. 2003).
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Los mecanismos exactos por los que la fosforilacién de la serina altera la funcién de
IRS1 no estan del todo definidos, aunque se sugiere que dichas fosforilaciones
pudieran intervenir directamente en los dominios funcionales de IRS. Por ejemplo, la
fosforilacién de IRS1 en su Ser>® altera su dominio PTB por lo que se ha correlacionado
con la regulacidon negativa de la sefalizacién insulinica (Hirosumi et al. 2002). Aunque
su papel exacto en la fisiopatologia de la resistencia a la insulina no esta todavia

completamente dilucidado.

Por ultimo, la regulacién de la expresion de IRS depende de los niveles plasmaticos de
glucosa. Se sabe que la hiperglucemia disminuye la concentracion de IRS1 y IRS2, tanto
en cultivos celulares como en modelos animales, debido principalmente a que induce
la degradacion de IRS1 e inhibe la sintesis de IRS2 a nivel transcripcional (Hirashima et
al. 2003). Independientemente del mecanismo, la disminucién de los niveles de las

proteinas IRS e IR sin duda contribuira al desarrollo de la RI.

AKT/PKB

AKT es un quinasa formada por unos 500 aminoacidos del tipo serina/treonina que
consta de un dominio PH en la zona N terminal y una parte catalitica en el extremo C-
terminal (Vanhaesebroeck, Alessi 2000). Entre otras funciones, media en las acciones
metabdlicas de la insulina por medio de la fosforilacién de: otras quinasas, proteinas
de sefalizacion y/o determinados factores de transcripcion que se detallaran a

continuacion, no sin antes exponer los procesos requeridos para su activacién.

Activacion de Akt

La conformacién de la PI3K, heterodimero formado por la unién de las subunidades
p110 y p85, resulta en la transformacion de los fosfolipidos de la membrana
plasmdtica de PIP, a PIP; conformacién en la que actuan como sitio de anclaje de
proteinas con dominios PH (Foster et al. 2003). Tanto PDK1 como AKT presentan estos
dominios, lo que facilita su proximidad y con ello la fosforilacién de AKT en la treonina
308 (Thr’®) (Sen et al. 2003). Para la completa activacién de Akt se requiere una

473

segunda fosforilacion en la serina 473 (Ser”””) que esta mediada por el complejo

MTORC2 (Sarbassov et al. 2005).
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La actividad de Akt puede ser regulada por varias moléculas inhibitorias, bien por
presentar actividad fosfatasa, como son la proteina fosfatasa 2A (PP2A) y la PHLPP,
que desfosforilan directamente AKT (Brazil, Yang & Hemmings 2004, Gao, Furnari &
Newton 2005) o bien por unirse a los residuos desfosforilados impidiendo asi su

activacion, como es el caso de la proteina tribbles-3 (TRB3) (Du et al. 2003).

Tanto los procesos de activacion e inhibicién de AKT que se acaban de describir, como
las dianas de Akt relacionadas con el metabolismo energético, se detallaran a

continuacion y se encuentran representados esquematicamente en la figura 7.

Dianas de Akt

La quinasa glucégenosintasa 3 (GSK3) fue una de las primeras dianas fisioldgicas de Akt
en ser identificada (Cross et al. 1995). La fosforilaciéon de la GSK3 disminuye su
actividad inhibitoria sobre la glucégeno sintasa (GS), lo que conduce a un aumento de
la sintesis de glucégeno (Frame, Cohen 2001). Aparte de favorecer la acumulacion de
glucosa en forma de glucdégeno, AKT también participa en la captacién de glucosa ya
gue gobierna la disociacion del heterodimero formado por las proteina Rab GTPasa y
AS160 (substrato de Akt de 160 kDa) por fosforilacién de AS160 en la treonina 642
(Sano et al. 2003). Este fendmeno origina la liberacion de Rab-GTPasas que estd
implicada en la reorganizacién del citoesqueleto que se requiere para la translocacién

del transportador de glucosa GLUT4 del citosol hacia la membrana plasmatica.

AKT también interviene en los procesos de gluconeogénesis y de lipogénesis ya que
inhibe la expresion de enzimas que participan en estas rutas mediante el control de los
factores de transcripcion de la familia FOX (Tran et al. 2003). A modo de ejemplo, la
activacion de Akt inhibe la translocacion de FOXO1 al nucleo, con lo que se limita la

expresion de genes gluconeogénicos (Puigserver et al. 2003).

Isoformas de AKT, funciones y distribucion

En mamiferos, se han encontrado tres isoformas de AKT (AKT1-3 o PKB a, B, y y) que
aun compartiendo la misma estructura general, estan involucradas en la regulacion de

diferentes procesos bioldgicos (Hers, Vincent & Tavare 2011).
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Por medio de experimentos con siRNA en ratones knockout se demostré que la
supresion de AKT1 esta vinculada con un retraso en el crecimiento y con una reduccion
de la esperanza de vida (Chen et al. 2001) aunque no se describieron anomalias
metabdlicas (Cho et al. 2001b). Por el contrario, una deficiencia de AKT2 promueve el
desarrollo de Rl (Cho et al. 2001a). En consonancia con estos estudios, se ha
demostrado que una mutacién del dominio catalitico de AKT2 causa una severa Rl y
DM en humanos (George et al. 2004). Por su parte, AKT3, no parecen tener un papel
en la homeostasis de la glucosa, pero si presenta efectos significativos en el desarrollo
neuronal (Tschopp et al. 2005). A tenor de estos resultados parece légico pensar que
las proporciones relativas de expresion de las tres isoformas dependa del tejido en el
gue se encuentren; de hecho, AKT3 se expresa predominantemente en células del
sistema nervioso y de los testiculos, mientras que AKT1 y AKT2 estan ampliamente
distribuidos, aunque cabe destacar que AKT2 se encuentra predominantemente
expresado en los tejidos sensibles a la insulina, como el higado, el musculo esquelético

y el tejido adiposo (Chan, Rittenhouse & Tsichlis 1999).

ERK1/2

Las ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases) son proteinas clave de la via de las
MAPK quinasas, via que se activa por mitégenos'® como el IGF o la Insulina, entre
otros. La activaciéon de la via MAPK por la accion de la insulina estda mediada por la
fosforilacién de IRS en determinados residuos reconocidos por GRB2. A continuacion,
se forma el heterodimero GRB2-SOS que estimula la activacién de RAS vy la posterior
activacion de RAF. Este fendmeno desencadena una cascada de quinasas que resulta
en la activacion por fosforilaciéon de las ERK1 y 2 (Pouyssegur, Volmat & Lenormand
2002). Una vez activado, este complejo de quinasas es capaz de translocarse al nucleo
y modular asi la expresiéon de distintos genes, principalmente relacionados con el
crecimiento, diferenciacion, supervivencia y biogénesis celular (Pouyssegur, Volmat &
Lenormand 2002). La activacion de estas quinasas se complica si se tiene en cuanta la
diferentes isoformas de los reguladores RAS y RAF, ya que cada isoforma presenta
diferentes grados de colocalizacién, reconocimiento y unién a substrato (Hancock,

Parton 2005).

10 P . . . .
Factores que actuan en el ciclo celular estimulando la mitosis
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Estas caracteristicas evidencian que, aunque todas las isoformas son capaces de
activar MAPK, existen diferencias en duracion y/o intensidad de la activacién (Hancock,

Parton 2005, Wellbrock, Karasarides & Marais 2004).

Aunque se pueden destacar algunas funciones especificas dependientes de las
isoformas de ERK, como la que presenta ERK1 en el fendmeno de la adipogénesis
(Bost et al. 2005), se ha postulado que ERK1 y ERK2 presentan funciones similares.
Ambas isoformas se evidencian de vital importancia en procesos de crecimiento y
diferenciacién celular (Pages et al. 1999). Sin embargo, no son tan esenciales en los
efectos sobre el metabolismo energético asociado a la sefalizacion insulinica
(Taniguchi, Emanuelli & Kahn 2006) si bien es cierto que participan, una vez realizados
sus efectos proinsulinicos, en la inhibicién de la sefial insulinica mediante la

fosforilacién de IRS1 en residuos serina (Bouzakri et al. 2003).

Otras acciones de la insulina

Cabe destacar que aun relacionada directamente con el control de la homeostasis

energética, la insulina puede participar en otros procesos.

Desde principios de la década de 1990 se han postulado otras funciones de la insulina
independientes de las relacionadas con el metabolismo energético. Ha quedado clara
una funcién a nivel vascular, especialmente a nivel del endotelio, relacionada con la
prevencién o el retraso de ECV (Baron, Brechtel 1993). Es muy probable que el efecto
de la activacion de la microcirculacion sea debido a la capacidad que presenta la
insulina sobre la activacion de la sintesis de dxido nitrico (NO) catalizada por la NO-
sintasa endotelial (Baron, Brechtel 1993) y con ello se estimula una vasodilatacion con
la condominante reduccion de la presiéon arterial. Por su parte, también se ha
involucrado a la insulina en la participacion de diferentes procesos a nivel neuronal ya
gue se ha descrito que intervie en su desarrollo y diferenciacion (Fernandez y Torres-

Aleman, 2012).
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Etiopatologia de la resistencia a la insulina

Antes de entrar directamente en la descripcién de los procesos fisiopatoldgicos que
desencadenan el RI, se realizard una breve interpretacion del por qué de la prevalencia
actual del Rl y a qué puede ser debido que su prevalencia haya aumentado de forma

exponencial durante los ultimos afios.
Filogenia de la IR: un problema en el ritmo de acontecimientos

A lo largo de la evolucién humana, la seleccidén natural ha permitido que los sistemas
fisiolégicos de aprovechamiento energético, tanto de almacenaje como de ahorro,
fueran muy eficientes para poder sobrevivir en las condiciones limitadas de alimentos
gue han primado, de forma general, a lo largo de toda la historia de la humanidad. Sin
embargo, gracias a los avances tecnoldgicos que han tenido lugar en las ultimas
décadas, sobretodo los relacionados con los sistemas de produccidn intensiva, se ha
conseguido que la alimentacién no sea un recurso limitado en los paises desarrollados.
El problema deriva principalmente en el ritmo de los acontecimientos, ya que estos
cambios rdpidos de produccidn-consumo no han sido aun asumidos en términos
evolutivos, lo que sitlua a una poblacidn muy eficiente energéticamente en un
ambiente de excesos nutricionales. El cémo el cuerpo intenta redistribuir o almacenar
este exceso energético desencadena los principales procesos fisioldgicos asociados al
SM vy el impacto que tiene a nivel fisiopatoldogico se resumira en los siguientes

apartados.

Glucotoxicidad

En células de mamiferos, el papel fundamental de la glucosa se inicia con su
transporte y metabolismo con el fin de generar la principal fuente de energia celular, el

ATP.

Aungue esencial para la vida, un exceso de glucosa circulante resulta de caracter tdxico
a diferentes niveles. A nivel celular, una de las estrategias seguidas para disminuir la
glucemia consiste en incrementar el uso de la glucosa como substrato energético, sin

embargo, este proceso se relaciona directamente con un incremento del estrés
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oxidativo mitocondrial (Nishikawa et al. 2000) ya que una estimulacién del ciclo de
Krebs proporciona un incremento de los donantes de electrones NADH y FADH2,
substratos de los complejos | y Il respectivamente y que confluyen en el complejo Ill.
Tanto el complejo | como el lll son los principales generadores de radicales libres de la
cadena de trasporte electréonico (Naudi et al. 2012), por lo que consecuentemente se
conduce a un aumento en la generacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Si
la produccidon de las ROS supera la capacidad antioxidante celular, se produce el
fenémeno conocido como estrés oxidativo que favorece los procesos de Rl por, entre
otros mecanismos, interrumpir la translocacion de GLUT4 hacia la membrana
plasmatica (Rudich et al. 1998). Apoyando esta teoria, se ha comprobado una mejoria

de la situacién Rl por tratamientos con antioxidantes (Maddux et al. 2001).

Otros autores relacionan el incremento de estrés oxidativo con el desarrollo de SM,
principalmente por la capacidad aterogénica de los ROS (Holvoet 2008, Ford et al.
2003, Colas et al. 2011). Independientemente de la descripcion de los mecanismos
que relacionan el estrés oxidativo con el SM, se evidencia importante la disminucién
de estrés oxidativo, tanto por incremento de antioxidantes como por disminucién de la
produccién de ROS, como estrategia para reducir o controlar la prevalencia de Rl y por

ende del SM.

Por otro lado, un exceso de glucosa circulante acelera el proceso fisiolégico de la
glicosilaciéon no enzimatica (GNE) que resulta en un incremento de los productos
avanzados de glicosilacién (AGE’s) (Nishikawa et al. 2000). Todas las proteinas del
organismo son susceptibles de glicosilacién, como la albumina (Jones et al., 1983), la
hemoglobina (Gabbay, 1982), las apolipoproteinas (Duell et al., 1991), el colageno
(Schnider y Kohn, 1980), el fibrindgeno (McVerry et al., 1981) o las inmunoglobulinas
(Kaneshige, 1987; Menini et al., 1993). Debido a este fendmeno, las proteinas
modifican su estructura y con ello sus propiedades fisico-quimicas, fendmeno que esta

directamente relacionado con una pérdida de sus funciones bioldgicas.

A nivel de RI, los productos de glicosilacion producen un deterioro de la via de

sefializacion dependiente de AKT ya que inhiben tanto la fosforilacidon, estimulada por
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insulina, de IRS como la actividad de la GS en el musculo esquelético (Miele et al.
2003). El grado de glicosilacidén proteica dependera de la concentracién de glucosa en
el medio y de la vida media de la proteina (Armbruster, 1987; Bunn, 1981; Kennedy et

al., 1981).

No solamente el exceso de glucosa presenta efectos perjudiciales para el organismo
sino que también el incremento de su transporte a través de las células endoteliales
presenta efectos toxicos principalmente porque conlleva un aumento de la GNE, la
activacion de hexoquinasas e isoformas concretas de PKC y de la via del poliol™ (Klein,
Klein & Moss 1996). El incremento de esta via trae aparejados cambios severos que
incluyen la disminucién en los niveles de glutatién y mioinositol; cada uno con un papel

importante en la prevencién de la Rl (Tomlinson, Willars & Carrington 1992).

Las estrategias que ayuden a incrementar la sensibilidad insulinica se evidencian como
importantes lineas de actuacién para mejorar no sélo el control del metabolismo
glucidico sino que también la prevencidn del agotamiento irreversible de las células 8
pancreaticas, fendmeno asociado a la hiperproduccion de insulina y que se explica a

continuacion.
Hiperinsulinemia

Los mecanismos de regulacidon de la glucemia estan gobernados por la accién de la
insulina y por ende de su produccién en las células B pancreaticas. En determinadas
situaciones fisioldgicas puntuales, el efecto sefializador de la insulina se ve limitado
pero puede ser compensado por un incremento de la produccion de insulina. El
problema se origina cuando este fendmeno se alarga en el tiempo, situacidén asociada
a la Rl, y no sélo por los problemas asociados a la hiperinsulinema, que se describiran a
continuacion, sino por que el incremento de la produccidn de insulina degenera en un
agotamiento de las células B e incluso a la pérdida total de la capacidad de produccion

de insulina.

! Via metabdlica por la cual se obtiene fructosa a partir de glucosa dependiente de la enzima aldosa
reductasa.
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Las altas concentraciones plasmaticas de insulina junto con niveles elevados de
glicémia, se asocian a fendmenos de Rl principalmente a través de la supresiéon de los
efectos mediados por el eje PI3K-AKT (Combettes-Souverain, Issad 1998) que
desequilibran el sistema de sefializacion insulinica hacia los fenédmenos activados por
MAPK, via que se ve menos afectada en situaciones de Rl (Cusi et al. 2000). Este
fenomeno resulta en un incremento de estimulos vasoconstrictores debido
principalmente a la sobreproduccion de la endotelina 1 y de la inhibicion de la sintesis
de NO (Potenza et al. 2005), situacidn que se ve agravada por los efectos de la
hiperinsulinemia a nivel renal ya que promueve la retencidon de sodio y con ello
descompensacién del sistema renina-angiotensina (Wang et al. 2001). Dicha
descompensacién puede ser catalogada como la caracteristica clave de la disfuncién
endotelial que favorece el desarrollo de insulonorresistencia y que enlaza con un
incremento de la presion arterial. En relacion a esta hipodtesis, se ha postulado que la
modulacion del sistema renina-angiotensina resultaria no sélo en un incremento de la
sensibilidad a la insulina sino que también en un mejor mantenimiento de células

pancredticas (Egan, Greene & Goodfriend 2001, Higashi et al. 2002).

En modelos animales de hiperinsulinemia, como ratones ob/ob o ratas obesas Zucker,
se han descrito deficiencias en los niveles proteicos de IRS y como consecuencia una
disminucion en la transduccién insulinica sobre el eje PI3K-AKT (Saad et al. 1992, Anai
et al. 1998). Apoyando esta teoria, estudios in vitro han demostrado que la incubacion
de mioblastos con altas dosis de insulina resultan en una reduccion de la expresiéon de
IRS-1 que resulta en una pérdida de la captacidn de glucosa por una deficiencia en la
conformacion de PI3K, que resulta en una perdida de activacién de AKT y con ello de

translocacion de GLUT4 (Bertacca et al. 2005).

A tenor de los resultados que se acaban de comentar, una sobreproduccién de insulina
se presenta como un arma de doble filo ya que asi como un incremento puntual de
insulina aporta efectos beneficiosos en la reduccién de la glucemia, los efectos a largo
plazo degeneran en complicaciones que incrementan el riesgo de ECV y con ello de

desarrollo de SM.
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Lipotoxicidad

Al igual que ocurre con la glucosa, en situacion de exceso energético, también se ven
incrementados los AGL circulantes. Este hecho desencadena una serie de fendmenos
vinculados a reequilibrar la homeostasis lipidica bien por incremento tanto de la
captacion de los AGL, principalmente por los adipocitos; como de su catabolismo por R

oxidacion, principalmente por miocitos y hepatocitos.

En primer lugar, los adipocitos aumentan su tamafio para poder ampliar la capacidad
de acumulacién de AGL en forma de TG. Esta modulacion del tamafio presenta efectos
positivos en el control de la lipidemia pero, por otra parte, estudios transversales han
evidenciado que el incremento en tamano adipocitico se asocia directamente con
posterior incremento de Rl y de desarrollo de DMT2 (Weyer et al. 2000). Se ha
sugerido que el incremento en volumen del adipocito estd vinculado con una pérdida
de capacidad de diferenciacién de nuevos adipocitos (Danforth 2000) y con un
incremento de la actividad de la lipasa (Shulman, 2000) que repercutiria en una
mayor hidrdlisis de TG y en consecuencia una mayor liberacion de AGL contribuyendo
asi al desarrollo de resistencia metabdlica a la insulina. Apoyando esta teoria, diversos
estudios demuestran una considerable mejora de insulinosensibilidad en pacientes
sometidos a cirugia para la disminucién del tejido adiposo visceral (Miyazaki et al.

2002).

En segundo lugar, cuando la capacidad de almacenaje de TG del adipocito se satura,
los TG tienden a acumularse de forma ectdpica en células de otros tejidos como el
higado, pancreas, musculo esquelético y musculo cardiaco (Unger, Orci 2001). Este
fenédmeno inicia multiples procesos celulares que incluyen sefalizacion alterada de la
insulina (Wang et al. 2006) y en general, una limitacidn tanto en el correcto
funcionamiento celular como su propia supervivencia (Lee et al. 2007). El mecanismo
por el cual los depdsitos ectdpicos de lipidos presenten cierto grado de toxicidad se
debe principalmente al incremento de los niveles de sus metabolitos, como el acetil
Coenzima A (CoA) y el diacilglicerol (DAG), que estimulan la actividad de la proteina

qguinasa C (PKC) (Lowell, Shulman 2005). La PKC activada promueven la resistencia a
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insulina fosforilando directamente el IRS-1 en un lugar diferente al que lo hace el R,
dafando asi toda la cascada de sefalizacion dependiente de PI3K y AKT (Lowell,
Shulman 2005). Otro producto con efectos insulinorresistentes derivado de los AGL, en
concreto de los acidos grasos saturados de cadena larga, es la ceramida que, entre sus
efectos bioldgicos, esta el de inhibir la activacién de AKT estimulada por la insulina y
con ello limitar la translocacién de GLUT’s hacia la membrana plasmatica (Chavez et al.
2003), ademas de estimular un incremento de ROS (Li et al. 2002) con la relevancia que
esto tiene en la fisiopatologia de la RIl. Es destacable que la incubacion de células

musculares con alguno de estos metabolitos constituiria un modelo de RI.

A parte de la funcién de almacén energético, hay que tener en cuenta el tejido adiposo
presenta importantes funciones endocrinas. Se ha descrito que la obesidad genera un
desequilibrio en la produccién de adipoquinas como la interleuquina 6 (IL-6), o la
proteina quimioatractora de monocitos (MCP)-1, que repercute en las comunicaciones
paracrinas resultando en un deterioro del metabolismo energético (Furukawa et al.,

2004).

Por otra parte, los AGL, también activan vias de sefializacion proinflamatorias, lo que
contribuye a la resistencia a insulina como se verd en el siguiente apartado. El
aumento de la actividad de la PKC en respuesta a los elevados niveles de AGL activa el
NF-kB, un factor de transcripcidn asociado con la inflamacidn ya que gobierna la
expresion de citoquinas proinflamatorias como el TNFa (Ajuwon, Spurlock 2005, Jove
et al. 2005). El TNFa activa la produccién de IKKB y JNK, citoquinas inflamatorias que
juegan un papel primordial en la relacién existente entre las vias de sefializaciéon
inflamatorias y la via de sefializacion insulinica (Hirosumi et al. 2002). Es destacable
gue tanto IKK B como JNK conducen la fosforilacion de IRS1 en serinas contribuyendo

asi al desarrollo de la RI.

El aumento de la liberacion de AGL y la sintesis de TG son los puntos clave en las
alteraciones lipidicas del SM, por lo que un posible aspecto terapéutico seria aumentar
la sensibilidad de los adipocitos a la insulina para incrementar su capacidad de almacén

de TG.
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El proceso inflamatorio como desencadenante de RI

Ultimamente, son cada vez mas los estudios que sugieren que el origen de la obesidad
presenta un componente inflamatorio (Jialal et al. 2012, Kalupahana, Claycombe &
Moustaid-Moussa 2011, Ndisang 2010, Zeyda, Stulnig 2009, Olefsky, Glass 2010). La
inflamacidén sistémica, determinada por un incremento de los niveles plasmaticos de
citoquinas inflamatorias, es notablemente evidente tanto en modelos
insulinorresistentes animales como humanos (Xu H et al. 2003). Dichas citoquinas son
producidas por los adipocitos aunque también se ha constatado que pueden ser
secretadas por determinadas células del sistema inmune como los macréfagos

(Weisberg SP et al. 2003).

Las citoquinas que intervienen directamente en la comunicacion paracrina tiene lugar
en el tjido adiposo, normalmente resultan en la activacion de los macréfagos. Los
macrofagos activados son cruciales en el desarrollo del proceso de inflamacién (Zhang
X'y Mosser DM, 2008) ya que en esta forma desencadenan la expresiéon de diferentes
mediadores inflamatorios como el TNFa, la proteina quimiotactica de monocitos
(MCP1) y el 6xido nitrico (NO). De hecho esta descrito que tanto los niveles del TNFa,
como los de MCP1 y de la NOS inducible estdn elevados en los tejidos adiposos de
varios modelos de roedores obesos (Fujitani Y et al 2010; Engeli S et al. 2007; Yu R et al

2006).

Suganami T et al. (2005) reportaron la existencia de interacciones paracrinas entre los
adipocitos y macrofagos, mediante la intervencion del TNFa y MCP1, estableciendo asi
un circulo vicioso que agrava el proceso inflamatorio del tejido adiposo y como
consecuencia un aumento de la resistencia a la insulina. Por lo tanto, el estudio de
componentes con capacidad antiinflamatoria parece ser una buena estrategia a seguir
para su posible aplicacion en la atenuacion de las enfermedades relacionadas con la
obesidad, debido a su potencial efecto reductor de la expresion de factores

proinflamatorios.
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Métodos e indices para el estudio de la RI

Dada su importancia, la Rl ha sido objeto de numerosos estudios realizados con el fin
de desarrollar métodos que sirvieran para su diagndstico. Gracias a ello, hoy en dia se
cuenta con diferentes estrategias para su evaluacién aunque, desafortunadamente, no
se puede hacer una recomendacion universal en cuanto al mejor método disponible,
ya que se basan en pardmetros que presentan tanto ventajas como inconvenientes
(para informacién adicional consultar anexo lll). Sin entrar en hacer una valoracién de
las particularidades de los métodos existentes, en la siguiente tabla se resumen los
mas utilizados, ordenados de los mas sencillos a los mds complicados o tediosos de

obtener.

Tabla 6. Clasificacion de los métodos e indices para el estudio de la resistencia a la insulina

Basados en la exploracion fisica
e Evaluacion del grado de obesidad
Basados en datos basales
* Insulinemia basal
e Ratio glucosa/insulina
e Modelo homeostatico con datos basales (HOMA)
 Indice cuantitativo de valoracién de
sensibilidad insulinica (QUICKI)
* indice de sensibilidad a la insulina (ISI)
Basados en la tolerancia oral a la glucosa (TTOG)
* Insulinemia estimulada
Basados en estimulos endovenosos
e Estudios de pinzamiento
*  Modelo Minimo
* Modelo homeostatico CIGMA

e Test de tolerancia a la insulina

Para una informacion adicional de estos métodos consultar anexo Ill.
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Estrategias para la prevencion e intervencion de Rl

Los pacientes con Rl pueden presentar simultaneamente alteraciones fisiolégicas como
obesidad, hipertensién arterial, dislipemia, etc. Este hecho supone que cada paciente
tendra una combinacion de estas patologias con distinto grado de severidad por lo que
el médico debera individualizar prioridades y estrategias de intervencion en
consonancia con lo que corresponda a cada una de estas condiciones. Un analisis
detallado del tratamiento de todos los componentes del SM excede los objetivos de
esta Tesis, sin embargo se presenta importante comentar brevemente las estrategias
gue actualmente se siguen en la prevencién y tratamiento de las patologias asociadas

al SM.

Tratamientos farmacoldgicos

A continuacion se hara un breve resumen de los farmacos utilizados para la prevencion

e intervencién del SM dependiente de la fisiopatologia predominante.

Histéricamente los tratamientos contra el desarrollo del SM estaban encaminados al
control de la obesidad principalmente mediante inhibidores del apetito (Rubio MA
2011) pero muchos de los farmacos utilizados se han ido retirando del mercado debido
a que los efectos adversos superaban los beneficios como ha ocurrido con la
Sibutramina y el Rimonabant (Rubio MA 2011). Actualmente se encuentran en el
mercado farmacos como el Topiramato, Bupoprion o la Zonisamida, que promueven
el tratamiento de la obesidad mediante el control del apetito por inhibicion de la
recaptacion de serotonina (Rubio MA 2011) conseguido por la accién directa sobre el
sistema nervioso central (SNC) por lo que hay que tener en cuenta las complicaciones
gue esto puede originar sobretodo relacionadas con situaciones depresivas o de

ansiedad.

En los pacientes con glucemia alterada en ayunas y con tolerancia alterada a la glucosa,
la metformina ha disminuido tanto el desarrollo de diabetes como del SM pero ha sido
significativamente menos eficaz que las modificaciones intensivas en el estilo de vida

(Knowler et al. 2002, Goldberg et al. 2009).
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En una revision de estudios clinicos controlados utilizando inhibidores de la a-
glucosidasa en tolerancia a la glucosa alterada se demostré una disminucion en la
incidencia de diabetes pero sin diferencias en la morbilidad, mortalidad, o niveles

plasmaticos de hemoglobina glucosilada (Van de Laar et al. 2006).

En pacientes con dislipidemia acusada, las glitazonas aportan efectos beneficiosos ya
que estimulan el receptor y del activador del proliferador de peroxisomas (PPARy).
Ademas, se ha demostrado que la rosiglitazona disminuye el desarrollo de diabetes en
los sujetos con glucemia alterada en ayunas y con tolerancia a la glucosa alterada
(DREAM (Diabetes REduction Assessment with ramipril and rosiglitazone Medication)
Trial Investigators et al. 2006). Sin embargo la retencién de liquidos y el aumento de
peso que provocan estos farmacos limita su uso y pone en duda la relacién entre

beneficios y desventajas en los individuos no diabéticos.

El uso de antihipertensivos que bloquean el eje renina-angiotensina se ha asociado
con una menor incidencia de diabetes en individuos con sensibilidad a la insulina
comprometida (Elliott, Meyer 2007, Unger, Paulis & Sica 2011) pero debido a que los
sujetos con SM son frecuentemente obesos y sensibles a la sal, obligan en tratamiento
combinado con otros farmacos, como diuréticos o bloqueante de calcio (Mancia et al.
2007b) que requieren frecuentemente una dieta hiposddica estricta dificil de

mantener en el tiempo.

Se ha demostrado que tratamientos con aspirina a bajas dosis (75-100 mg/dia)
favorecen la reduccion de ECV en diversos grupos de alto riesgo ya que evita la
agragacion plaquetdria favoreciendo asi una circulacién sanginea mas fluida
(Antithrombotic Trialists' Collaboration 2002) fendmeno relacionado con un
incremento en la incidencia de hemorragias, importante a valorar previamente a su
administracion. En sujetos con ECV la relacion riesgo-beneficio es netamente favorable,
pero en individuos sin estas condiciones el beneficio es menos claro y dependiente del

riesgo absoluto.
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Tratamientos no farmacoldgicos

Cirugia bariatrica
Aunque originalmente se desarrollé exclusivamente como una terapia de reduccion de

peso, se ha descrito que la cirugia baridtrica reduce tanto la progresién de la DMT2

(Sjostrom et al. 2004) como de las ECV (Sjostrom et al. 2012).

Estudios experimentales tanto en ratones (Rubino et al. 2006) como en humanos
(Salinari et al. 2009) sugieren que ciertos procedimientos bariatricos pueden mejorar la
diabetes mas alld del control del peso corporal. En concreto se han descrito
fenémenos especificos sobre los érganos claves para la homeostasis energética como
son el higado, musculo esquelético y tejido adiposo (Dankel et al. 2011). Estos
resultados, han favorecido la decision de la IDF de incluir esta practica para el
tratamiento de determinados casos de DMT2 (Dixon et al. 2011). Sin embargo, el nivel
de evidencia clinica para apoyar la cirugia como alternativa para el tratamiento del SM
es insuficiente (Mingrone et al. 2012) sin entrar en detalle en los riesgos asociados a

los procesos quirurgicos.

Modificacion saludable en el estilo de vida

Las modificaciones saludables en el estilo de vida, se postulan como la estrategia
central para el tratamiento del SM. En especial hay que favorecer aquellos habitos
encaminados a un control del exceso energético, bien por la regulacién de la

alimentacion como por un incremento del gasto mediante actividad fisica.

Las modificaciones del estilo de vida hacia hdbitos saludables no sélo corrigen los
factores de ECV y previenen el desarrollo de DMT2 [(Tuomilehto et al. 2001, Lindstrom
et al. 2006, Orozco et al. 2008) sino que evidencian especificamente importantes para
la prevencién tanto del SM (Mecca et al. 2012) como de las patologias asociadas

(Salazar et al. 2005).
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En términos generales se puede afirmar que ningun farmaco ni cirugia pueden
reemplazar los beneficios globales sobre el SM a los que se accede con las
modificaciones saludables en el estilo de vida, debido principalmente a que con estas
modificaciones se ataja directamente el problema intrinseco del SM: el exceso de

energia circulante.

Aunque parece facil de entender es muy importante realizar un trabajo previo de como
y qué conceptos inculcar a la sociedad. A modo de ejemplo comentar la diferencia
entre inculcar el concepto hacer dieta con el de llevar una alimentacion saludable cuyo

fin social es el mismo aunque su arraigo cultural es muy diferente.

La mayoria de la gente que sigue una dieta lo hace con el fin de controlar el peso
corporal pero, por lo general, presentan una eficiencia limitada debido principalmente
a que requieren un compromiso estricto y que los resultados son visibles a medio-largo
plazo, lo que favorece el “abandono”. Sin embargo, las personas que cuidan su
alimentacion, no persiguen resultados a corto plazo ni siguen dietas estrictas, lo que
favorece la creacion de habitos que generan beneficios para la salud mas que

demostrables, y que contribuyen al objetivo principal de reducir la incidencia del SM.

Es muy importante tener en cuenta el comportamiento humano para controlar el SM.

A la personas nos gusta comer (lo tenemos programado), por lo que cualquier solucidn

que vaya en contra de esta premisa esta condenada al fracaso.
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La alimentacidn como herramienta terapéutica

Los efectos de la alimentacidn sobre la prevencion y/o tratamiento de determinadas
patologias son conocidos desde tiempos inmemoriales. Se tiene constancia de que en
China existid un registro de los alimentos optimos para el tratamiento de diferentes
enfermedades hacia el 2000 antes de Cristo (Vivien Chou 2012). A pesar de que la idea
y uso de los alimentos como herramienta terapéutica es muy antigua, el concepto de
alimento funcional nace en Corea del Sur en los 1980’s (Goldberg 1994). Surge cuando
las autoridades alimentarias coreanas tomaron conciencia de que para controlar los
gastos globales en salud era necesario desarrollar alimentos que mejoraran la calidad
de vida de la poblacion (Goldberg et al. 2009). Idea que poco a poco fue contagidndose

al resto de los paises y con ello la necesidad de regulacion de este tipo de alimentos.

Aunque existen diferentes definiciones de alimento funcional, se puede destacar la
acotada por Doyon y Labrecque en 2008, en la que expresan que “Un alimento
funcional es, o se parece, a un alimento convencional, forma parte de una dieta
estdndar y ha de ser consumido de manera regular y en cantidades normales. Es
beneficioso para la salud, debido a que reduce el riesgo de sufrir determinadas
enfermedades o mejora variables fisioldgicas mds allad de su aporte nutricional

bdsico” (Doyon M 2008).

El punto clave de esta definicidn manifiesta la necesidad de corroborar los beneficios
para la salud, tanto del alimento completo como de sus compuestos bioactivos, por lo
que surge la necesidad de una validacion cientifica. A nivel Europeo, en el afio 1996, la
accion concertada por la Comision Europea sobre la ciencia de los alimentos
funcionales (FUFOSE) convocd una serie de reuniones de expertos fruto de las cuales
se redacté el “documento de consenso sobre los conceptos cientificos de la
alimentacién funcional en Europa” (Contor 2001). Este documento ayudé a la Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) para crear el primer reglamento referente a
las declaraciones nutricionales y de las propiedades saludables de los alimentos
(reglamento CE n? 1924/2006) en el que, aparte de definir tres tipos de declaraciones

(nutricionales, de propiedades saludables y de reduccion de riesgo de enfermedades)
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cobra una importancia notable el etiquetado. Se definen los parametros para poder
incluir declaraciones nutricionales y de salud en el etiquetado del producto, con el fin
de garantizar una informacion fidedigna para el consumidor y homogénea a nivel
europeo, ya que hasta el momento no existia una regulacidon con criterios comunes y
cada pais aplicaba sus propios criterios, lo que dificultaba el entendimiento de las

declaraciones por el consumidor vy la libre circulacion de alimentos.

La apariciéon de patentes relativas al disefio de alimentos funcionales y su beneficio
econdmico ha disparado el interés por parte de la industria alimentaria, que cada vez
invierte mas recursos para la busqueda de compuestos bioactivos™? como ingredientes
susceptibles de formar parte de alimentos funcionales. En este contexto, los
compuestos fendlicos de origen vegetal se presentan como reveladoras dianas de

estudio por su potencial uso en la alimentacion funcional.

Polifenoles

Los polifenoles corresponden a un grupo heterogéneo de compuestos bioactivos de
origen vegetal que pertenecen al grupo de metabolitos secundarios® de las plantas.
Quimicamente se definen por la presencia de al menos un grupo fenol, hecho que da
nombre a la familia de compuestos. Dependiendo de la combinacién y diversidad
estructural de estos grupos fendlicos se pueden obtener desde simples moléculas
como los acidos hidroxibenzoicos o hidroxicinamicos hasta grandes macromoléculas

poliméricas como las proantocianidinas y elagitaninas (Figura 8).

La mayoria de los polifenoles de la dieta son metabolizados por la microbiota del colon
antes de la absorcién, aunque una pequeia proporcién puede ser absorbida en el
tracto gastrointestinal superior (Selma, Espin & Tomas-Barberan 2009). Las bacterias
del intestino modifican la estructura de los polifenoles mediante diversos mecanismos,
principalmente por hidrolisis, reduccién, descarboxilacién y desmetilacién. Asi los

efectos sistémicos dependen, en gran medida, de la accidn sinérgica después de entrar

12 . o . . .
Sustancias no nutritivas pero consideradas beneficiosas para la salud humana.

13 . . s . . .

Se llama metabolitos secundarios a los compuestos quimicos sintetizados por las plantas que cumplen
funciones no esenciales en ellas pero que intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su
ambiente.
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en la circulacion, tanto con los otros compuestos de la alimentacion como con factores

enddgenos (Lila 2007, Liu 2003).

ACIDOS HIDROBENZOICOS

ACIDOS HIDROXICINAMICOS

Ry R4
0
R2 RZ \ @]
OH
Rs OH
R,=R,=OH y R,=H Acido 3,4-dihidroxibenzoico R,=Hy R,=OH Acido cumérico
R,=R,=H y R,=OH Acido 4-hidroxibenzoico R,=R,=OH Acido caféico
R,=R,=R;=OH Acido Galico R,=OCH, y R,=OH Acido Ferdlico
PROANTOCIANIDAS ELAGITANINAS

Figura 8. Estructura quimica de compuestos fendlicos. Adaptacion de Manach (Manach et al. 2004)

Actualmente, son cada vez mas las recomendaciones dietéticas a favor de dietas ricas
en compuestos fendlicos para personas en riesgo de padecer DMT2, ya que pueden
influir positivamente en la modulacion del metabolismo glucidico por mecanismos
tales como: la inhibicién de la digestién y absorcidn de carbohidratos en el intestino, la
estimulacion de la secrecion insulinica por las células B pancreaticas, la modulacién de
la liberacién de glucosa a nivel hepatico y la activacidén de la transduccidn insulinica y
de la captacion de glucosa en tejidos sensibles a la insulina (Hanhineva et al. 2010)

fenémenos que se ilustran en la siguiente figura (Figura 9).
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Inhiben digestion y absorcion
de carbohidratos

Estimulan de secrecién insulinica
y proteccion de las céluas 8

Estimulan la sefializacion ,‘/""
Modulacién de la insulinica en tejidos periféricos
liberacion de glucosa
” INTESTINO MUSCULO ESQUELETICO
HIGADO .
PANCREAS TEJIDO ADIPOSO

Figura 9. Sitios de accién potencial de los polifenoles dietarios sobre el metabolismo y homeostasis de
la glucosa. Adaptacion de la propuesta por Hanhieva (Hanhineva et al. 2010)

En este contexto, los alimentos mas estudiados y recomendados para la mejora de
parametros diabéticos son: la soja y productos derivados, debido a su elevada
concentraciéon de isoflavonas (Orgaard, Jensen 2008); el té verde, principalmente por
su elevada concentracion de catequinas (Wolfram 2007); el café, por su contenido en
acidos fendlicos (van Dam, Hu 2005); las uvas y productos derivados, por su alto
contenido en resveratrol (Zunino 2009); frutos como las bayas (Ghosh, Konishi 2007) o
la manzana, por su capacidad antioxidantes (Boyer, Liu 2004); al igual que el cacao
(Katz, Doughty & Ali 2011); y diferentes hierbas, que por los efectos beneficiosos que

aportan sobre la salud estan incluidas en la categoria de medicinales (Najm, Lie 2010).

Debido a la baja frecuencia tanto de obesidad como de trastornos metabdlicos en
poblaciones asiaticas, especialmente en la sociedad japonesa, se sugiere la existencia
de componentes dietarios en su dieta tradicional con capacidad de prevenir, retrasar o
mejorar el SM. Por eso, para la elaboracién de esta Tesis se ha elegido el estudio de las
isoflavonas de soja y del polifenol mayoritario del té verde, el galato de

epigalocatequina (EGCG).
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Las isoflavonas

Las isoflavonas son un grupo de compuestos bioactivos de origen vegetal muy
estudiado por su potencial implicacidon en la prevencidon de enfermedades crénicas
como ECV, enfermedades neurodegenerativas, osteoporosis o cancer (Steiner et al.

2008).

Las isoflavonas presentan una estructura quimica similar a los estrégenos, en concreto
al 17-B estradiol (figura 10). Esta similitud estructural les confiere la capacidad de
unirse a receptores estrogénicos (ER) en diferentes modelos celulares (Martin et al.
1978, Wang, Sathyamoorthy & Phang 1996, Kuiper et al. 1998) por lo que, junto con

los lignanos y coumestanos, muchas veces se las referencia como fitoestrégenos.

17 R ESTRADIOL
OH

HO

DAIDZEINA EQUOL GENISTEINA

!ou
HO.O

Figura 10. Comparacion de la estructura quimica del 17 f8 estradiol con la de las isoflavonas daidzeina,
equol y genisteina. Adaptacion de las figuras propuestas por Murkies (Murkies, Wilcox & Davis 1998)

HO

Tanto la soja como sus derivados (tabla 7) son los alimentos que aportan mayor
concentracion de isoflavonas en la dieta humana y su concentracion plasmatica estd
relacionada directamente con la ingesta de estos alimentos. Se estima que la
concentracion de isoflavonas ingerida en poblaciones asidticas se sitla en el rango de

25-50 mg/dia, con un maximo entorno a 100 mg/dia en la poblacion anciana japonesa
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(Messina, Nagata y Wu 2006), caso opuesto tienen lugar tanto en los americanos como
en los europeos que sélo consumen unos pocos miligramos de isoflavonas al dia
(Steiner et al. 2008). Sin embargo, debido a los efectos beneficiosos de las isoflavonas,
sobretodo para sobrellevar los sintomas posmenopausicos, cada vez son mas los
suplementos ricos en isoflavonas para la elaboracion de alimentos funcionales en

estos paises.

Alimentos ricos en isoflavonas

Las isoflavonas naturales son de origen vegetal y se encuentran principalmente en la
familia de las leguminosas (Familia fabaceae, L.). En concreto, la soja (glicine max, L.) y

sus productos derivados, son las fuente mas abundante de isoflavonas (Tabla 7).

Tabla 7. Contenido de isoflavonas en productos derivados de soja.
Adaptacion de (Kwon et al. 2011)

CONCENTRACION

PRODUCTO

(mg)/100 g
Miso 42,6 £9,2
Natto 58,9+7,4
Proteina de soja 177,9+12,6
Leche de soja en EE.UU. 9,6+1,8
Leche de soja en Asia 25,2+1,2
Doenjang 31,5+9,3
Extracto de soja 97,4+11,1
Variedad de soja japonesa 118,54+ 22,2
Variedad de soja coreana 145,0 + 10,7
Variedad de soja americana 128,4 +11,7
Germinado de soja 40,7 + 8,3
Tempe 43,5+8,3
Tofu 23,6 £6,3
Ganjang 1,0£0,3
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La concentracion de isoflavonas en la soja depende de la variedad cultivada, asi como
las condiciones ambientales y/o nutricionales durante su cultivo e incluso dependiente
del ataque de plagas (Caldwell, Britz & Mirecki 2005). Como consecuencia, el
contenido total de isoflavonas en una misma variedad de soja puede variar hasta tres
veces dependiendo de diferentes zonas geograficas y las caracteristicas ambientales
del afio de cultivo (Caldwell, Britz & Mirecki 2005). Por su parte, el contenido de
isoflavonas en los productos derivados varia sustancialmente como resultado de

diferencias en los métodos de procesado (Lee et al. 2008, Xu, Chang 2008).

Absorcion y metabolismo de las isoflavonas

En las plantas, las isoflavonas se encuentran unidas a azucares formando R-D-
glucdsidos, forma en la que resultan bioldgicamente inactivas para los humanos
(Setchell, 1998). Los glucdsidos pueden ser hidrolizados en el intestino grueso por las
R-glucosidasas de la flora inestinal liberandose asi las correspondientes agliconas™, las
cuales pueden ser absorbidas directamente por los colonocitos o metabolizadas de
nuevo por la flora intestinal hacia otros metabolitos como el equol o el p-etilfenol

(Figura 11).

Dieta Dieta Dieta Dieta

"HO = OF HO O = OCH . 0 o OH o

0, T Ly R, G !

HO L) g HO O

G(:nistinng\ Flora intestinal / Biochanina A I Demlz]r‘.;s)\ A / Farmononetina
|‘ . { "“.

=4 HO O Ttk okl

Genisteina Daidzeina

! e &
HO== HO*= 0
p-Etilfenol Equol

Figura 11. Metabolismo de la daidzeina y la genisteina por la flora intestinal. Las isoflavonas se
encuentran en la soja en forma bioldgicamente inactiva como daidzina o genistina. Después de su
ingesta son metabolizadas por la flora bacteriana generando agliconas bioldgicamente activas
(Daidzeina, Genisteina y Equol).

“ Estructura quimica libre de glucido. (a: sin, glicona: glucido)
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Las agliconas absorbidas en el tracto intestinal pueden ser metabolizadas tanto en las
células intestinales como en las hepdticas por el sistema de detoxificacion del
citocromo P450 reduciendo su biodisponibilidad y falicilanto asi su eliminacién. No
obstante, isoflavonas como la daidzeina, equol y genisteina son detectadas en la
sangre (Setchell 1998) donde son responsables de la bioactividad atribuible a las

isoflavonas.

Las variaciones en el rango de concentraciones de isoflavonas encontradas en
humanos dependen de factores intrinsecos como: el sexo, la edad del sujeto, grupo
étnico, etc. Entre estos factores cabe destacar las caracteriatica especificas del tracto
intestinal, sobretodo las relacionadas con la capacidad de hidrdlisis de las bacterias
intestinales (Setchell 1998). A modo de ejemplo, en roedores, el equol representa el
70-90% de todas las isoflavonas circulantes. Sin embargo, sélo el 30% de los seres
humanos son capaces de metabolizar la daidzeina a equol (Atkinson, Frankenfeld &

Lampe 2005).

No esta claro si la eficacia de los fitoestrégenos en reducir los riesgos de la obesidad, la
diabetes, y las ECV en humanos se correlaciona con la capacidad de los individuos de
metabolizar la daidzeina a equol. Sin embargo, es una posible fuente de variabilidad y
por lo tanto, deberia de tenerse en cuenta a la hora de realizar los ensayos clinicos o

de extrapolar estudios observacionales.

Concentraciones plasmaticas

Las concentraciones de fitoestrogenos y sus metabolitos tanto en plasma como en
orina han sido reportados en varios estudios en humanos. Se ha descrito que la
concentracion depende de los habitos y cultura alimentaria. Asi, en personas sanas
gue consumen dietas pobres en soja, las concentraciones plasmaticas de isoflavonas
son por lo general en el rango nanomolar (<40 nmol / L) (Morton et al. 1994). Por el
contrario, las concentraciones plasmaticas de isoflavonas aumentan notablemente al
rango micromolar (UM) después de la ingestion de productos de soja como, por
ejemplo, la leche de soja (Xu et al. 1994) o productos derivados de la fermentacion de

la soja (King, Bursill 1998, Watanabe et al. 1998).
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Se han alcanzado niveles plasmaticos de 1-5 uM en diversos grupos de poblacion con
un consumo de alimentos ricos en isoflavonas (Morton et al. 1994, Xu et al. 2000,
Adlercreutz et al. 1993, Adlercreutz, Markkanen & Watanabe 1993). Del mismo modo,
la excrecion urinaria de isoflavonas aumenta notablemente después de la ingestion de
dietas ricas en isoflavonas (Adlercreutz, Markkanen & Watanabe 1993). Esta descrito
gue los niveles plasmaticos maximos tras la ingesta de isoflavonas tiene lugar entre las
4 y las 8 horas post-ingesta y que la semivida™ de las mismas es de 8 a 10 horas

(Setchell et al. 2003).

Aungue parece légico mantener este criterio de rangos de concentraciones cuando se
trabaja en el ambito del estudio de la alimentacién funcional, sorprendentemente la
mayoria de los trabajos in vitro que describen los efectos beneficiosos de las
isoflavonas son realizados a dosis que superan con creces las “concentraciones
fisioldgicas” incluso en varios ordenes de magnitud, lo que hace muy dificil la
interpretacion de los resultados y su extrapolacion al campo de la alimentacién. Para
aportar un mayor conocimiento del potencial uso de las isoflavonas como herramienta
terapéutica nutricional una de las principales premisas que se mantendra para la
elaboraciéon de esta Tesis es la de trabajar dentro del rango de “concentraciones

fisioldgicas”.

Las isoflavonas como moduladoras del metabolismo energético a nivel sistémico

Son muchos los estudios epidemioldgicos y clinicos que demuestran efectos
beneficiosos sobre el metabolismo energético debidos a la ingesta de isoflavonas de
soja. Para comprender mejor su relacién con la disminucion del SM, a continuacién se
detallaran aquellos efectos considerados como los mas relevantes. Se ha demostrado
una reduccion significativa de las concentraciones tanto de colesterol total como de
LDL en el plasma de individuos que habian incorporado isoflavonas a su alimentacidn
(Merritt 2004, Khani et al. 2011). Estas mejoras se hacen mas evidentes en la poblacién
femenina. En el caso de mujeres postmenopdusicas, se ha reportado una relacién

directa entre el consumo de isoflavonas con la disminucion del IMC (Wu et al. 2006a)

15 . .. . . . . s
Se entiende por semivida al tiempo que tarda una sustancia en reducir al 50% su concentracion
plasmadtica.
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y mejora en parametros tanto del metabolismo lipidico como glucidico. Por su parte,
en relacion al metabolismo glucidico se ha descrito que las isoflavonas favorecen una
disminucion tanto de la glucemia (Hooper et al. 2009) como de la insulinemia

(Jayagopal et al. 2002) importantes puntos clave para el control del desarrollo del SM.

Concretando en los efectos especificos de las isoflavonas, se ha comprobado que la
suplementacion de la dieta con daidzeina, equol y genisteina se correlaciona con la
prevencion de DMT2 en modelos animales (Choi et al. 2008). Se ha descrito que
aportan mejoria de parametros como los niveles plasmaticos de colesterol, TG, HDL y
AGL en ratones insulinorresistentes (Ae Park et al. 2006). Ambos estudios describieron
una reduccion de la actividad de la glucosa-6-fosfatasa y un aumento de la
glucoquinasa a nivel hepatico, hecho relacionado con la limitacién de la produccién de
glucosa hepatica. En contraste con estos trabajos, otros autores informan de la
ausencia de efectos beneficiosos de la soja sobre pardmetros metabdlicos tales como:
peso corporal, perfil lipidico en suero, glucemia e insulinemia (Yamashita et al. 1998,

Ikeda et al. 2006, Anderson, Hoie 2005, Anderson et al. 2007).

Aunque estas discrepancias dificultan la obtencion de conclusiones firmes sobre los
efectos de la soja relacionados con el metabolismo energético, si se analizan los
trabajos en detalle, se puede comprobar que las causas subyacentes de resultados
contradictorios estan probablemente relacionadas con la variabilidad de los disefios
experimentales, la capacidad de los individuos para producir equol y la susceptibilidad
genética y epigenética. En este contexto, se evidencia importante el estudio molecular
de las vias de actuacion de las isoflavonas para poder estandarizar parametros de

estudios y evaluar mas a fondo estos posibles efectos beneficiosos.

Posibles mecanismos de accion: modulacion de la seializacion celular

Los mecanismos por los cuales los fitoestrogenos ejercen sus efectos beneficiosos
sobre la Rl no estdn claros. Los primeros efectos moleculares que se describieron de
las isoflavonas se fundamentaban en su similitud estructural con los estrégenos lo que
les confiere la capacidad de unirse a receptores estrogénicos y modular asi la

transcripcion de diferentes genes (Martin et al. 1978). Teoria que se mantiene

83



Introduccion

actualmente (Jackson, Greiwe & Schwen 2011, Molla, Hidalgo-Mora & Soteras 2011).
En este contexto se ha descrito los fitoestrogenos, aun pudiéndose unir tanto a los
receptores estrogénicos a y 3, presentan una mayor afinidad por los 8 (Kuiper et al.
1998, Gencel et al. 2012). Es importante remarcar que, aunque las isoflavonas
presenten afinidad por ER, su resultado puede ser tanto estrogénico como
antiestrogénico. La dualidad de este efecto depende principalmente del tejido y de la
situacidn fisioldgica del individuo. De forma general, presentan funcidn estrogénica en
adipocitos y musculo esquelético y antiestrogénica en mama y endometrio. El hecho
de que dependa de la situacidon fisioldgica esta directamente relacionado con los
periodos de fertilidad del individuo ya que depende, principalmente de los niveles
circulantes de estradiol endégeno. A modo de ejemplo, la genisteina presenta
capacidad antiestrogénica a concentraciones de 1nM de estradiol (periodo fértil), pero
el efecto es contrario cuando las concentraciones de estradiol disminuyen a
concentraciones de 0,01nM (situacién postmenopausica) (Hwang et al. 2006). A los
compuestos que, como las isoflavonas, presentan la capacidad de modular
selectivamente la actividad de receptores estrogénicos, se les conoce como SERM’s,

del acrénimo inglés selective estrogen receptor modulator.

En cuanto a los efectos bioldgicos no estrogénicos, se ha sugerido que las isoflavonas
pueden participan en los mecanismos de proliferacion y diferenciacion celular ya que
influyen en la actividad de la proteina quinasa S6 (Linassier et al. 1990) y de enzimas
como la ADN topoisomerasa | vy Il (Okura et al. 1988, Markovits et al. 1989). También
se han propuesto efectos en los procesos de senalizacidn celular ya que modulan Ia
actividad de proteinas tirosina-quinasa (PTK) (Akiyama et al. 1987). Diferentes trabajos
evidencian una relacidon directa entre la actividad de las PTK’s y la regulacion de la
liberacion de insulina en las células B pancreaticas (Verspohl, Tollkuhn & Kloss 1995,
Hisatomi et al. 1997). Teniendo encuentra lo que se acaba de comentar, parece
evidente que las isoflavonas pueden influir también en este proceso. De hecho, en
cultivo in vitro de células B pancreaticas, se ha demostrado que la genisteina estimula
la secrecion insulinica (Liu et al. 2006). Auque las concentraciones a las que se hacen
evidentes estos resultado (100pM) resultan en una disminucién de la proliferacion de

las células B pancreaticas (Sorenson, Brelje & Roth 1994).
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Por su parte, también se han demostrado efectos de la daidzeina sobre el incremento
de la secrecion de insulina de islotes de Langerhans de ratén (Kwon et al. 2011),

aungue no se demostraron efectos significativos sobre las PTK's.

Se ha demostrado que la genisteina y la daidzeina son capaces de regular la actividad
de enzimas vinculadas tanto con el metabolismo lipidico, como G6Pasa o la PEPCK;
como del metabolismo lipidico via CPT1 en modelos de ratdn diabético (Choi et al.
2008) lo que puede explicar, en parte, los resultados de mejoras del metabolismo
energético. Similares resultados fueron obtenidos por Takahasi (Takahashi, Odbayar &
Ide 2009) que corrobord la capacidad de la daidzeina y de la genisteina en la
regulacién de la expresion de genes involucrados tanto en el metabolismo lipidico
como en el glucidico. Siguiendo esta misma linea de investigacion, Ha et al. demostré
en cultivo in vitro de miotubos L6, una estimulacion por parte de la genisteina, de la
captacion de glucosa independiente de insulina en condiciones tanto de
normoglucemia como de hiperglucemia, mediado por la estimulacién de Ia
translocacion de GLUT4 (Ha et al. 2011). Este fendmeno se antoja dependiente de
tejido ya que se ha descrito que tanto la genisteina como la daidzeina pueden inhibir la
captacion de glucosa en enterocitos Caco-2 (Murota et al. 2002). En cualquier caso
ambos fendmenos si se reproducen in vivo, podrian ayudar a reducir la hiperglucemia

mejorando asi parametros de RI.

También se ha sugerido que los efectos beneficiosos de la suplementacion de dietas
con daidzeina, equol y genisteina puedan ser debidos a su capacidad de activar AMPK
fenomeno compartido no soélo a nivel hepatico sino también en el tejido adiposo
blanco y el musculo esquelético (Cederroth et al. 2008). A parte, en este mismo trabajo
se encontrd un incremento de la expresion PPAR’s en los tres tejidos estudiados y se
sugirid que los fitoestrogenos podrian alterar el metabolismo mitocondrial a favor de
un incremento en la eficiencia de la B-oxidacidn. Potencialmente, en condiciones de
no obesidad la activaciéon de PPAR conduce el cambio de utilizacién de glucosa a la de
AGL para producir ATP, en lugar de sintetizar TG (Liang, Ward 2006). Este fendmeno
podria proteger contra la esteatosis hepatica, y por lo tanto, presentar capacidad para

mejorar la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de la glucosa.
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A tenor de los trabajos aqui resumidos, parecen estar bien descritas y catalogadas las
vias moleculares de actuacion de las isoflavonas sobre la regulacion del metabolismo
energético. Sin embargo, estos resultados moleculares se presentan limitados para la
explicacion de los resultados epidemioldgicos referentes a la ingesta de soja. En primer
lugar, porque es dificil atribuir los efectos de la soja a un sdlo tipo de biocompuestos y,
en segundo lugar, porque para la elaboracion de la mayoria de los trabajos no se han
tenido en cuenta alguna o ninguna de las dos premisas importantes como son el

control de las dosis aplicadas y las caracteristicas propias de los modelos utilizados.

Por un lado, las concentraciones aplicadas en la mayoria de los estudios moleculares
exceden las concentraciones fisiolégicas, lo que hace poco fiable la extrapolacién de
los resultados. A modo de ejemplo, concentraciones plasmaticas del orden 1OOuM16 de
genisteina se conseguirian tras la ingesta de unos 3kg de soja al dia, dosis que, a parte
de ser dificil de mantener en el tiempo, son susceptibles de originar infertilidad
(Chavarro et al. 2008, Dubeyl et al. 2000) a parte de otros efectos adversos atribuibles

a una sobredosis de estrégenos.

Por su parte, muchos de los estudios sugieren efectos beneficiosos de las isoflavonas
sobre el SM basandose en resultados obtenidos en modelos celulares sin Rl. Teniendo
en cuenta que los fendmenos de Rl alteran la fisiologia normal de la célula, se
presenta atrevido el sugerir que los efectos obtenidos en modelos no Rl pudieran
servir para explicar los procesos metabdlicos que tienen lugar en individuos con dicha

patologia.

A tenor de estas reflexiones, se hace evidente el estudio de las posibles vias de
actuacion de las isoflavonas no sélo a concentraciones dptimas sino que también en
modelos in vitro de insulinorresistencia, por lo que se ha planteado estas premisas

como unos de los objetivos de esta Tesis.

16 . . . . . . ,
Concentracione medias a las que se atribuyen efectos beneficiosos de las isoflavonas en la mayoria de
los articulos consultados.
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El galato de epigalocatequina

La planta del té, Camellia sinensis. L, es originaria de Asia donde su consumo empezé
hace unos 5000 afios (Uker WH 1994). Desde la antigliedad, son muchos los efectos
beneficiosos que se atribuyen a la ingesta de té siendo considerada una de las hierbas
fundamentales en la medicina oriental (Chan et al. 2010) lo que ha contribuido a que
actualmente sea una de las bebidas mas consumidas a nivel mundial. Con los avances
tecnolégicos se ha podido ir identificando los compuestos bioactivos del té y cada vez
son mas los estudios que atribuyen sus propiedades beneficiosas a su alto contenido

en polifenoles (Balentine, Wiseman & Bouwens 1997).

La concentracion de polifenoles en los diferentes tipos de té, depende de las
particularidades del cultivo y de sus técnicas de procesado, siendo el té verde el que
presenta una mayor cantidad de polifenoles monoméricos conocidos como catequinas
(Mak 2012). A modo de ejemplo, una taza'’ de té verde contiene aproximadamente
300mg de catequinas en las que se incluyen: (-)-epicatequina (CE), (-)-epigalocatequina
(EGC), (-)-galato de epicatequina (ECG), y galato de epigalocatequina (EGCG) (Mak

2012) cuyas estructuras quimicas se representan en la figura 12.

El EGCG es la catequina mas abundante en el té verde ya que representa
aproximadamente el 75% del contenido total de catequinas (Khan et al. 2006). Este
hecho ha promovido la hipdtesis de que fuera ésta catequina la principal responsable
de los efectos bioldgicos que distingue al té verde del resto de las variedades de té
(Kao, Hiipakka & Liao 2000). De hecho y como se comentara posteriormente, varios
trabajos han demostrado similares efectos beneficiosos atribuidos al té verde en

estudios realizados exclusivamente con EGCG.

7 se estima que una taza de té representa una dosis de 2,5 g de té verde en 250 ml de agua caliente.
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Figura 12. Estructura molecular de las catequinas presentes en el té verde

Absorcién y metabolismo

Aunque presentes en alta concentracion en el té, las catequinas ofrecen una baja
biodisponibilidad en el humano ya que sélo una pequefia parte es absorbida en el
intestino delgado (Miller et al. 2012). Una vez en el enterocito, las catequinas soportan
una serie de transformaciones que no son del todo bien conocidas pese a que se han
realizado varios estudios sobre el tema (Cheng 1995, Yang et al. 1998; Li et al. 2001,
Meng et al. 2002, Meng et al. 2001). De forma general se puede decir que,
dependiendo del tipo de catequina, sufrirdn procesos de sulfatacion, glucosilacion o
metilacion para incrementar su solubilidad y favorecer su eliminacion, antes de entrar

a la circulacién sistémica (Lu, Meng & Yang 2003).
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En el caso del EGCG, apenas existen transformaciones debido principalmente a la
presencia de un grupo galato que aporta una mayor solubilidad a la molécula, de
hecho, el 70% de las que NO presentan este grupo sufren modificaciones (Moore,
Jackson & Minihane 2009) y por esto, la mayor parte del EGCG (un 80%) se encuentra
en el plasma en forma no conjugada (Lu, Meng & Yang 2003). Su concentracidn
plasmatica rara vez supera valores de 3uM (Lee et al. 2002). El incremento de esta
concentraciéon depende del porcentaje restante de EGCG que S/ se encuentra
modificado (el 20% restante) que principalmente se encuentra metilado debido a la
accion de la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Lu, Meng & Yang 2003). A
modo de curiosidad, se ha sugerido un incremento de los efectos beneficiosos del té,
en personas que presentan una determinada mutacién en el gen de la enzima COMT
(Wu et al. 2003). Esta mutacidn origina la sustitucién de una valina por una metionina
lo que resulta en una disminucion considerable de su actividad (Chen et al. 2004),
hecho relacionado con una disminucién de la metilaciéon del EGCG y en consecuencia

un aumento de la forma no conjugada del EGCG en plasma.

Caracteristicas preventivas del EGCG en el SM

Sobre la regulacion del metabolismo energético en situacion Rl

El caracter preventivo del EGCG sobre la Rl ha sido estudiado tanto en la patologia
inducida por la dieta como en modelos genéticos de RI. En cuanto al primer tipo de
trabajos, experimentos previos realizados en el grupo donde se ha realizado esta Tesis
(resultados no publicados) demuestran mejoras de parametros del metabolismo
energético atribuibles a la ingesta del EGCG en ratones sometidos a una dieta
normocaldrica. Resultados similares los obtuvo el grupo de Ramadan trabajando con
una dieta hipercalérica. Demostrd una reduccién entorno al 30% tanto de la glucemia
como de la lipidemia en ratones alimentados, durante 4 semanas, con una dieta rica
en colesterol y suplementados con EGCG en la bebida. (Ramadan, El-Beih & Abd El-
Ghffar 2009). En un modelo similar, se ha publicado que la suplementacion de EGCG
en la dieta durante 6 semanas resulta en la disminucién de la glucemia, de la

insulinemia, y de los niveles plasmaticos de TG, colesterol LDL y AGL (Qin et al. 2010).
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En cuanto a los trabajos realizados en modelos insulinorresistentes, se ha demostrado
gue en ratones ob/ob, deficientes en los receptores de leptina, la suplementacién de
EGCG en la alimentacién resulta en una mejora, con cardcter dosis dependiente, en la
tolerancia oral a la glucosa y en la disminucion de la glucosa basal (Wolfram et al.
2006). En otro modelo animal insulinoresistente y obeso se demostré que la
administracion oral de EGCG previa a la dieta aportaba un considerable aumento (del
orden del 60%) de la sensibilidad a la insulina ademas de reducir el indice HOMA-IR en

un 20% (Serisier et al. 2008).

A parte de estas mejoras directas sobre el metabolismo energético atribuibles al
consumo de EGCG, también se han descrito efectos beneficiosos en la disminuciéon de

factores de riesgo del SM que se comentan a continuacion.

Efectos del EGCG sobre la obesidad

Los efectos tanto del té verde como del EGCG se han examinado en varios modelos de
obesidad. A modo de resumen, se ha informado de que animales alimentados con una
dieta hipercaldrica aumentan de peso menos si se les administra té verde de forma
oral (Hasegawa, Yamda & Mori 2003). En el mismo estudio, se reveld una disminucién

del peso tanto del higado como del tejido adiposo (Hasegawa, Yamda & Mori 2003).

Varios estudios han atribuido los efectos del té verde directamente al EGCG ya que,
utilizando modelos experimentales similares a los anteriores, han demostrado no sélo
una reduccion del peso corporal sino que también del peso del tejido adiposo visceral
y del nivel de TG hepaticos (Tokimitsu 2004, Murase et al. 2002, Nomura et al. 2008,
Bose et al. 2008, Wolfram et al. 2005) ademas de demostrar una reduccién de niveles
de colesterol total y de la glucemia (Murase et al. 2002). En contrapunto a estos
estudios, otros autores no describen efectos sobre la disminucion del peso corporal
atribuibles al consumo de EGCG (Nomura et al. 2008, Raederstorff et al. 2003) aunque
si que coinciden en el efecto del EGCG sobre una reduccion del peso del tejido adiposo,
especificamente del marrén, que se justifico por una sobreexpresion de la proteina
desacopladora 1 (UCP1) dependiente de EGCG (Nomura et al. 2008, Raederstorff et al.
2003).
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Aunque los efectos del EGCG sobre la reduccion del peso corporal se encuentran aun
en debate, la mayoria de los autores coinciden en que aporta efectos directos sobre el
tejido adiposo. Sin embargo, se presenta importante el estudio de los efectos del EGCG
sobre otros tejidos importantes en la regulacién del metabolismo energético sistémico,
como es el caso del musculo esquelético que, debido a su directa intervencién en la
homeostasis energética, se presenta de interés el estudio de este tejido como posible

diana de actuacion del EGCG.

Modulacion del colesterol plasmdtico

Se ha demostrado que tanto el consumo de té verde como el EGCG presentan
potencial en la modulacion del colesterol plasmatico, tanto a nivel de HDL como de

VLDL, como se resume a continuacion.

En un modelo in vivo se ha descrito una reduccién entorno al 30% de la formacion de
placa de ateroma atribuible a la ingesta de té verde durante 21 semanas (Tijburg et al.
1997). En este mismo trabajo se atribuyd el efecto descrito a la disminucién de la
oxidacion de las LDL que presentaban las ratas tratadas con el té verde respecto al
grupo control. Estudios posteriores complementan este trabajo analizando los niveles
séricos del colesterol derivado de la ingesta de té verde, ya que se ha descrito una
reduccion entorno al 20% de los niveles de colesterol plasmatico asi como un
incremento del HDL rondando el 50% asociado a la ingesta de té verde (Yang, Koo

2000).

Se han descrito reducciones del orden de 60% tanto del colesterol plasmatico total
como del LDL, dependientes de EGCG (Bursill, Abbey & Roach 2007). En este mismo
estudio se comprobd una disminucidn del 25% de las incursiones de colesterol en la
aorta, una disminucion de la sintesis de colesterol y aumento de la expresion de

receptores LDL a nivel hepatico.

Estos resultados indican que tanto el té verde como el EGCG presentan un importante

potencial modulador del colesterol plasmatico reduciendo su concentracion.
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Prevencion de hipertension

La presidn arterial alta es otra de las patologias directamente relacionadas con el SM.
Se ha demostrado que la ingesta de EGCG ayuda a reducir la presion arterial y mejorar
la funcidn endotelial en modelos in vivo. Potenza et al. examinaron el efecto del EGCG
sobre ratas hipertensas en las que observd una disminucion significativa en la presiéon
sistélica arterial del orden de un 15% respecto la situacién control y una reduccion del
riesgo de infarto, fruto de tratamientos con EGCG (200 mg / kg / dia) durante 3
semanas (Potenza et al. 2007). Si bien es cierto que, debido a las altas dosis aplicadas,
dicho efectos podrian justificar efectos beneficiosos mas bien a nivel farmacolégico
que al derivado de la alimentacién. Sin embargo, se demostraron reducciones
significativas similares (10% de reduccion respecto la situacion control) debidas a dosis
mas bajas de EGCG (30 mg / kg / dia) (lhm et al. 2009) lo que valida los efectos del
EGCG sobre la hipertension dependiente de la ingesta de te verde. En contrapunto a
estos resultados se presentan los encontrados por lkeda, que describieron que
tratamientos con EGCG (0,5% en el agua) durante 10 dias no ofrecian una disminucidn
significativa de la presidon arterial en comparacion con el grupo control, aunque si
demostraron un descenso de pardmetros indicativos del riesgo de infarto (lkeda et al.
2007). La discrepancia de los efectos en la reduccion de la presidn arterial podria ser
debida a las particularidades de los modelos elegidos o a las diferencias de dosis y

duracion del tratamiento.

Otros efectos del EGCG

Aunque aqui se presentan los resultados mas relevantes de los efectos de EGCG en el

ambito del SM, estos son una pequedia parte de los efectos atribuidos al EGCG.

De las primeras propiedades beneficiosas de las catequinas que se demostraron fue su
capacidad antioxidante (Kuhnau 1976) atribuida principalmente al anillo B presente en
su estructura quimica (figura 12) (Nanjo et al. 1996; Valcic et al. 1999). Debido a que el
estrés oxidativo ha sido implicado en la patologia de diferentes enfermedades son
muchos los estudios que han descrito beneficios atribuibles al EGCG en este contexto

(Hong et al. 2001, Zheng, Ramirez 2000, Chen et al. 2000, Du, Guo & Lou 2007).
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Aparte de la capacidad antioxidante, también se le han atribuido al EGCG propiedades

neuroprotectoras (Kim et al. 2007b, Jung et al. 2007, de Boer et al. 2006, Levites et al.

2002, Mercer et al. 2005), antiinflamatorias (Kawai et al. 2005, Kawai et al. 2004)

antimutagénicas (Naasani et al. 2003; Singh, Shankar & Srivastava 2011) vy, sobretodo,

anticancerigenas (para una informacion adicional de las propiedades anticancerigenas

atribuidas al EGCG consultar la revision de Singh et al (2011) (Singh, Shankar &

Srivastava 2011). La descripcidon de los mecanismos de actuacidén en este contexto

pueden ser consultados en la revision de Yang y Wang (2011) (Yang, Wang 2011). A

modo de resumen de las caracteristicas que se acaban de mencionar se presenta la

tabla 8.
Tabla 8. Actividades bioldgicas atribuidas al EGCG
PROPIEDAD EFECTO MODELO REFERENCIA
Antioxidante Inhibicién de la LOX y de la COX Mth. de colon Hong et al. 2001

Neuroprotector

Antiinflamatorio

Antimutagénico

Inhibicion mitocondrial de sintesis de ATP

Activacién de compuestos antioxidantes
inhibicidn de la produccién de IL-6, IL-8,
VEGF y PEG2

Atenuacién de la expresién de COX-2

Activacion de NF-kB

Inactivacién de p38 y JNK

Atenuacion del potencial de membrana
mitocondrial

Inhibicion de caspasa3y9
Estimulacion de la actividad de PKC
Inhibicidn de la expresidn de Bax, Bad y
Mdn2

Induccién de apoptosis

Inhibicidn de la expresidon de CD11b
Activacién de la via Nrf2-Keap1

inhibicion de la telomerasa

Cerebro de rata
HepG2-ARE-C8
Ah

Ah
Ah
Ah
PC12

HT29
SH-SY5Y
SH-SY5Y

Monocito
linfocitos CD8+T
Tejido pulmonar

Mth

Zheng et al. 2000
Chen el al. 2000

Kim et al. 2007

Kim et al. 2007
Kim et al. 2007
Kim et al. 2007

Jung et al. 2007

Boer et al. 2006
Levites et al. 2002

Levites et al. 2002

Kawai et al. 2005
Kawai et al. 2004
Narayanan et al. 2007

Naasanu et al. 2003

LOX: Lipooxigenasa

COX: Ciclooxigenasa

Mth: modelo tumoral humano

Ah: Astrocitoma humano
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Mecanismos de accion del EGCG: modulacidon enzimatica.

En cuanto a la regulacidn del metabolismo energético se ha demostrado que el EGCG
estimula la expresiéon de las hexoquinasas e inhibe la de la fosfoenolpiruvato
carboquinasa (PEPCK) a nivel hepatico (Ramadan, El-Beih & Abd El-Ghffar 2009). Este

fendmeno puede explicar las mejoras en el metabolismo glucidico.

En cuanto al metabolismo lipidico, se ha sugerido que el efecto beneficioso del EGCG
es debido a la capacidad ligante que presenta sobre PPAR a (Lee, Kim & Kim 2009) que
resulta en la estimulacién de la expresion de genes relacionados con el incremento de
la 8 oxidacién. En este contexto, Ramadan demostrd un incremento de la expresién
tanto de AOX como de CPT1 dependiente de EGCG (Ramadan, El-Beih & Abd El-Ghffar
2009). La activacion de enzimas implicadas en el catabolismo tanto de la glucosa como
de acidos grasos podrian explicar las mejorias observadas en la homeostasis energética

dependiente de la ingesta de té verde.

En cuanto a los parametros relacionados con la regulacion del tono vascular, se ha
descrito que el EGCG estimula la produccion de NO via PI3K (Potenza et al. 2007).
Estos efectos parece que se correlacionan con una disminucién tanto de la expresion
como de la actividad de la NADPH oxidasa (Morre et al. 2000) que conduce a una
disminucion de los niveles NO. Ambos fendmenos contribuyen a la vasodilatacidon
demostrada en estos trabajos en modelos in vitro. También se ha descrito que el EGCG

ofrece estos mismos resultados con un caracter dosis dependiente (Lorenz et al. 2004).

A parte de efectos sobre el control de la hipertensiéon se ha descrito que el EGCG
previene ECV, debido a que presenta efectos sobre la modulacion de varios genes que
intervienen en el metabolismo del colesterol (Goto et al. 2012), lo que resulta tanto en
un incremento de HDL como en una disminucién de la LDL, principalmente porque el
EGCG induce su oxidacidon (Devika, Stanely Mainzen Prince 2009). A parte de los
mecanismos que se acaban de comentar, cada vez cobran mds importancia las lineas
de investigacion que atribuyen los efectos beneficiosos de EGCG a su capacidad de
activar AMPK, y debido a esto se antoja interesante describirlo en un apartado

independiente.
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Efectos del EGCG sobre el sensor energético celular: AMPK

Se sabe que AMPK juega un papel muy importante en la homeostasis energética
celular mediante la coordinacién de una serie de mecanismos encaminados a
incrementar la concentraciéon total de ATP (Kemp et al. 2003). También se ha
demostrado su papel como regulador del ciclo celular en células de mamifero (Jones et

al. 2005).

Durante los ultimos afios, los procesos de sefializacion de AMPK se han convertido en
importantes dianas para el tratamiento de la DMT2 (Bastarrachea et al. 2008, Rashid
et al. 2011, Gauthier et al. 2011). Se sabe que la activacion de AMPK esta mediada por
la unién alostérica de AMP a la subunidad a o por la sefalizacion directa de LKB1 o
CaMKK (Shaw et al. 2004, Murase et al. 2009) aunque también puede ser llevada a
cabo farmacoldégicamente por compuestos como la ribosa 5-amino-imidazol-4-
carboxamida (AICAR) pudiendo ofrecer resultados beneficiosos para el tratamiento de

la DMT2 (Song et al. 2002).

A nivel nutricional, Hwang et al. sugirieron que diversos compuestos naturales, entre
ellos el EGCG, presentan capacidad de activar AMPK (Hwang et al. 2005) y aunque
actualmente no se conocen los mecanismos subyacentes a este proceso, se ha
sugerido que el efecto de EGCG sobre AMPK pueda estar mediado por la activacion de
LKB1 (Jaleel et al. 2006), aunque se requieren mas trabajos al respecto sobretodo
teniendo en cuenta las dosis a aplicar ya que los resultados anteriores se realizaron a
concentraciones de EGCG muy superiores a las atribuibles a la ingesta de té. Se ha
postulado que la activacion de AMPK es muy sensible al estrés oxidativo (Shaw et al.
2004) y se ha sugerido que las ROS pueden actuar como sefial activadora de AMPK
(Kemp et al. 2003). De esta manera, compuestos con la capacidad de modular la
generacion de ROS se presentan como importantes para su estudio en la activacion de

AMPK.

Muchos de los efectos beneficiosos atribuidos a diferentes compuestos de origen
vegetal se explican por presentar cierto grado de interferencia sobre las vias de

transduccion de senal a nivel celular a distintos niveles, desde la activacion de
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receptores, por presentar una estructura quimica similar a la del activador especifico;
hasta la regulaciéon alostérica enzimatica. Sin embargo, caso curioso es el del EGCG, ya
que no soélo se ha descrito un receptor especifico (67LR) para este polifenol presente
en las células de mamiferos (Tachibana 2008), sino que también se ha descrito la via de
sefializacion dependiente a la unidn del EGCG con su receptor (Tachibana 2009). El por
gué las células de nuestro cuerpo presenta receptores especifico para el EGCG seria

objeto de otra tesis, pero debido a esta particularidad merece la pena su mencion.

Efectos adversos atribuidos al EGCG.

Como se ha comentado a lo largo de este apartado, son muchos los efectos
beneficiosos que se le atribuyen a la ingesta de té verde y en concreto del EGCG. Sin
embargo, las concentraciones testadas en modelos tanto in vivo como in vitro
generalmente sobrepasan las encontradas en plasma después de la ingesta de té. A
estas dosis se han descrito numerosos efectos beneficiosos para revertir los efectos del
SM, pero hay que tener en cuenta que a estas mismas dosis también se observan

fenédmenos que hacen dudosa su aplicacién en el campo farmacoldgico.

Debido a que las catequinas presentan la capacidad de inhibir la dihidrofolato
reductasa y con ello la regeneracion del acido fdlico (Navarro-Peran et al. 2005) existe
la preocupacién de que concentraciones farmacolégicas de EGCG puedan presentar
efectos adversos relacionados con estados carentes de acido fdlico, como problemas
en el desarrollo del feto durante la gestaciéon (Navarro-Peran et al. 2005). Hay varios
informes que revelan casos de hepatotoxicidad relacionada con la ingesta de
comprimidos a base de concentrados de EGCG o con extracto de té verde (Gloro et al.

2005, Schonthal 2011).

Estos ejemplos ponen de manifiesto la necesidad del estudio de la ingesta de
concentrados de catequinas no sdélo en el contexto de la descripcion de beneficios para
la salud sino también de las posibles complicaciones subyacentes. En este contexto
cabe destacar que actualmente existen estudios clinicos en fase | y Il que estan
valorando el potencial terapéutico de las catequinas y en concreto del EGCG para el

tratamiento farmacoldgico de diversas enfermedades (Hara 2011).
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A continuacidn se expondran las premisas en las que se basd la hipdtesis de esta tesis.

La prevalencia del SM estd alcanzado proporciones epidémicas y con ello los
problemas asociados, no sélo de salud sino también socioecondmicos. Ademas, las
previsiones para los proximos afios no alientan a una tendencia a la disminucidn sino
todo lo contrario. Debido a la necesidad de frenar esta tendencia surgio la idea de
realizar esta Tesis con el fin de poder aportar conocimientos que ayuden a este

propésito.

A lo largo de la introduccién ha quedado patente la relacion existente entre los habitos
alimentarios y los desajustes en el metabolismo energético que promueven el
desarrollo del SM. Basandose en esta premisa surgidé la idea de poder contribuir al

control del SM mediante la modificacidon de la dieta.

Aunque la patogénesis del SM se presenta complicada, la resistencia a la insulina se
muestra como un factor muy importante en su desarrollo y debido a esto se centré

esta Tesis en el estudio de esta patologia.

Es sabido que existe una baja frecuencia tanto de Rl como de otros trastornos
asociados al SM en poblaciones asiaticas, especialmente en la sociedad japonesa.
Debido a la relacién directa entre alimentacién y metabolismo energético se estimo la
existencia, en la dieta tradicional de esta poblacidon, de biocompuestos con capacidad
potenciadora de la sensibilidad insulinica. Algunos de los alimentos mdas consumidos
en la sociedad japonesa son la soja y derivados, y el té verde. Por lo tanto, la
caracterizacion de los biocompuestos presentes en estos alimentos con capacidad de
mejorar la sensibilidad a la insulina se sugiere importante para contribuir al

tratamiento y prevencion del SM.

Los antecedentes expuestos anteriormente permiten hipotetizar que “Compuestos
bioactivos presentes en derivados vegetales de soja y té verde interaccionan, a dosis
biologicamente relevantes, con mecanismos de sefalizacion insulinica mejorando asi

parametros del sindrome metabdlico
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Para validar la hipdtesis formulada en esta Tesis Doctoral se marcaron los siguientes

objetivos:

1° Estudiar el efecto de las isoflavonas derivadas de soja genisteina, daidzeina y su

metabolito equol, a concentraciones dietarias, sobre la modulacién de la transduccién
de senal insulinica en modelos celulares de musculo esquelético y tejido adiposo en

condiciones de insulinorresistencia.

2° Analizar los efectos funcionales de la modulacion de la via de senalizacidon

insulinica del objetivo anterior enfatizando en el estudio del metabolismo glucidico a

nivel de musculo esquelético y del metabolismo lipidico a nivel de tejido adiposo.

3° Determinar el potencial uso preventivo de las isoflavonas de soja estudiadas

sobre la esteatosis hepatica y las vias de sefializacién que controlan el metabolismo

lipidico a nivel hepatico en un modelo in vitro.

4° Estudiar la capacidad de las isoflavonas de soja como moduladoras del proceso

de inflamacién en un modelo celular de tejido adiposo con macréfagos activados.

5° Analizar el efecto de la principal catequina del té verde, el galato de

epigalocatequina (EGCG), a concentraciones dietarias, sobre la modulacién del
metabolismo energético independiente de insulina, en un modelo celular de musculo

esquelético.

6° Evaluar el posible efecto del EGCG en mecanismos de produccion energética a

nivel mitocondrial y analizar los mecanismos moleculares implicados.
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MATERIALES

Reactivos

A continuacidon se presenta la tabla 9 en la que se incluyen todos los reactivos

utilizados para la elaboracion de esta Tesis.

Tabla 9. Reactivos utilizados en la parte experimental

REACTIVO CASA COMERCIAL REFERENCIA
2-NBDG Invitrogen (Barcelona, Espaiia) N13195
Acetona Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) 4436-8
Acido acético Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) 45840
Acido clorhidrico Merck (Darmstadt, Alemania) 100,317,000
Acido Palmitico Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) P0O500
Acrilamida/Bisacrilamida Bio-Rad Laboratories (Barcelona, Espafia) 161-0158
AICAR Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) A9978

Azul de bromofenol Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) B8626

Azul de Coomassie Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) 27815
BAPTA Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) 16609

BHT Merck (Darmstadt, Alemania) 822021

BSA Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) A7511
Catalasa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) 9322
Ceramida 2 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) A7191
Cicloheximida Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) C7698 y C4859
Citocalasina B Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) C2743
Cloroformo Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) 25685
Cloruro sadico Panreact (Barcelona, Espafia) 121659
Compound C Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) P5499

107



Materiales y métodos

Daidzeina

DCFH-DA

Desoxicolato sddico
Dexametasona

DMSO

D-NAME

DNPH

DTPAC

DTT

EDTA

EGTA

Equol

Estradiol

Etanol

Fluoruro sédico dibasico
Fosfato sédico monobasico
Fosfato monopotasico
Fulvestrant

Galato de epigalocatequina
Genipina

Genisteina

Glicerol

HEPES

Hidroxido sddico

I-block

IBMX

108

Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Sigma-Aldrich (St.
Carlo Erba (Milan,

Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Louis, MO, EE.UU.)
Italia)

Louis, MO, EE.UU.)

Panreact (Barcelon, Espafia)

Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, EE.UU.)

Tocris (Bristol, Reino Unido)

Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, EE.UU.)

Cayman (Ann Arbor, MI, EE.UU.)

Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, EE.UU.)

Panreact (Barcelon, Espafia)

Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.)

Panreact (Barcelon, Espafia)

Applied Biosystem (Madrid, Espafia)

Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, EE.UU.)

D7802

D6883

D6750

D4702

D2650

N4770

D2630

D6518

D0632

E4884

E4378

454005

E2257

64-17-5

S$7920

121672

P9791

1047

E4143

10010622

G6776

131339

15630-080

131687

Al300

15879
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Inhibidor de proteasas
Insulina

Isopropanol

L-Glutamina

L-NAME

Lipopolisacdrido

Marcador de peso molecular
Metanol

N-acetil cisteina
Ortovanadato de sodio
Oligomicina
Penicilina/estreptomicina
Persulfato amdnico

SDS

} Mercaptoetanol

STO-609

Substrato para deteccion WB
Tampdn de Carga NuPAGE®
TEMED

TNFa

Tripsina

TRIS

TROLOX

Tween 20

Amersham Bioscience (Madrid, Espafia)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Invitrogen (Barcelona, Espaiia)

Carlo Erba (Milan, Italia)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Millipore (Millford, MA, EE.UU.)
Invitrogen (Barcelona, Espaiia)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Panreact (Barcelon, Espafia)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)

Amersham Bioscience (Madrid, Espafia)

806501-23

10516

19076-4

25030-032

N5751

L4516

LC5602

67-56-1

A9165

56508

75351

15070-063

A3678

L5750

M7154

51318

WBKLS0500

NP0O008

79281

T7539

T4049

131940

23881-3

17-1316-01
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Tampones y soluciones

Salvo especificacion, todos los compuestos de los tampones fueron disueltos en agua

de alta pureza (agua Milli-Q) en las concentraciones indicadas a continuacion.

Tampon fosfato salino (PBS)

« Cloruro sédico: 137mM

« Cloruro potasico: 2,6mM

+ Fosfato monopotasico: 1,5mM
» Fosfato sddico dibasico: 8,1mM

Ajustar el pH a 7,4

Tampon de lavado previo a la lisis celular
« PBS: 200mL

« Ortovanadato sddico: 1mM

Tampon de lisis celular (RIPA)
« Tris-HCl: 50 mM, pH 7,4
«  Tween 20: 1% (v/v)
« Desoxicolato sédico: 0,25% (p/v)
« Cloruro sédico: 150 mM
« EDTA:1mM
e PMSF:1mM
« Inhibidor de proteasas: 1 pug/ml
« Ortovanadato sddico: 1 mM

e Fluoruro sédico: 1 mM

Tampon de carga

« Acido clorhidrico 62,5 mM a pH 7,8

SDS: 2% (p/v)

Glicerol al 10% (v/v)

Azul de bromofenol al 0,02% (p/v)
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Tampon de electroforesis
e Tris: 25 mM
« Glicerol: 192 mM
« SDS:0,1% (p/v)

Solucidn colorante de geles de acrilamida
« Azul de Coomassie al 0,1%
+ Isopropanol al 25%

« Acido acético al 10%

Solucién decolorante de geles de acrilamida

« Acido acético al 10%

Tampdn de transferencia
« Tris25mM
+ Glicerol 192 mM
« Metanol al 20% (v/v)

TBS-T
e Tris2mM

o Cloruro sodico 68mM

« Tween-20al 0.1% o 0.05% (v/v) segun se requiera TBS-T 0,1 o TBS-T 0,05

Solucién de Bloqueo
« I-block
« Tween-20al 0,1%
« Cloruro sédico: 68mM
« Fosfato sddico monobasico: 177mM

» Fosfato sodico dibasico: 68mM

Solucién de Bloqueo para la deteccién de proteinas fosforiladas

« BSAal5% (p/v) en TBS-T0,1%
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METODOS

Cultivo celular

Antes de entrar en las especificaciones propias de cada linea celular se presenta la

tabla 10y 11 con los medios y sueros utilizados para el cultivo celular.

Tabla 10. Medios utilizados para el cultivo celular

MEDIO CASA COMERCIAL REFERENCIA

DMEM (4,5g glucosa/L)  Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.) 11825-015

DMEM (1g glucosa/L) Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.)  31885-023

MEM Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.) 10370-047
Opti-MEM Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.) 31985-047
HBSS Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.) 14175129
HEPES Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.) 15630-080

Tabla 11. Sueros utilizados para el cultivo celular

SUERO CASA COMERCIAL REFERENCIA

Suero fetal bovino (FBS)  Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.) 10437-028

Suero de ternera (BCS) Gibco (Carlsbad, CA, EE.UU.) 16030-074

Cuando fue necesario la descomplementacion de los sueros se realizo por
calor a 56 °C durante 30 minutos

A continuacion se presentan las lineas celulares utilizadas y las caracteristica de cultivo
realizadas. Salvo especificacion, todas las lineas celulares fueron cultivadas en
ambiente controlado a 37 °C y al 5% de CO, y cada dos dias el medio de cultivo se

reemplazé.
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Miotubos L6

La linea celular L6 procedente de mioblastos de musculo esquelético de rata se cultivd
en medio DMEM (4,5 g/L de glucosa) suplementado con FBS al 10% (v/v), 2 mM de L-

glutamina y 50 pug/ml de penicilina y estreptomicina (P/S).

Para realizar la diferenciacion de mioblastos a miotubos, las células fueron cultivadas
hasta un 90% de confluencia, momento en el que se realizé un cambio de medio a
DMEM suplementado con un 2% de FBS. Las células se mantuvieron en estas

condiciones durante 6-8 dias para su completa diferenciacion.

El modelo insulinorresistente de miotubos L6 se creo mediante preincubacion durante
2 horas con ceramida 2 (25, 50 y 100 uM) previa a la estimulacion con insulina y la

aplicacién de los tratamientos con los compuestos a testar.

Adipocitos 3T3-L1

La linea celular 3T3-L1 procedente de fibroblastos pre-adipociticos de ratéon se
mantuvo en medio DMEM (4,5 g/L de glucosa ) suplementado al 10% (v/v) con suero

de ternera (BCS), 2 mM de L-glutamina y 50 pug/ml de P/S.

Para diferenciar los pre-adipocitos a adipocitos, las células se mantuvieron bajo las
condiciones anteriores dos dias mads al de confluencia al 100%, momento en el que se
comienza la diferenciacién mediante la adicion al medio de mantenimiento de la linea
celular 500 uM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 250 nM dexametasona y 5 mg/ml
de insulina. Las células se cultivan dos dias en este medio y posteriormente se realiza
un cambio de medio a DMEM (4,5 g/L de glucosa), suplementado con 10% (v/v) de
suero fetal bovino (FBS). En este medio se mantuvieron las células hasta su completa

diferenciacién que sera al cabo de 12-14 dias.

El modelo insulinorresistente de adipocitos diferenciados 3T3-L1 se creo mediante
preincubacién durante 16 horas con TNFa (100nM) previa a la estimulacion con

insulina y la aplicacion de los tratamientos con los compuestos a testar.
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Macréfagos RAW 264.7

La linea celular RAW 264.7 se mantuvo en DMEM (1 g/L de glucosa) suplementado al
10% (v/v) con FBS descomplementado, 2 mM de L-glutamina y 50ug/ml de P/S.
Cuando fue necesario, los macrofagos fueron activados con 5ug/mL de

Lipopolisacaridos (LPS).
Hepatocitos FAO

La linea celular FAO procedentes de carcinoma hepatico de rata se cultivo en medio
DMEM (1 g/L de glucosa) suplementado al 10% (v/v) con FBS, 2 mM de L-glutamina y
50ug/ml de P/S.

Cocultivo adipocitos 3T3-L1 y macrofagos RAW 264.7

Los adipocitos y los macréfagos se cultivaron y diferenciaron de forma independiente
como se describe en su correspondiente apartado y el cocultivo se realizd segun el
protocolo utilizado en el grupo del Dr. Kawada, como se describe en el siguiente

parrafo.

Los adipocitos fueron diferenciados a una concentracién de 3*10° células/mL en placas
de cultivo. Una vez obtenidos los adipocitos maduros se retir6 el medio de
diferenciacién y se sembrd la misma concentracion (3*105 células/ml) de macrofagos
RAW 264.7. Este cocultivo se incubd en medio DMEM (1 g/L de glucosa) suplementado
con, 2 mM de L-glutamina y 50ug/ml de P/S (sin suero) y en ambiente controlado a

37 ° Ccon CO; al 5% durante 24 h.

Para la realizacion de los controles, tanto los macréfagos RAW 264.7 como los
adipocitos 3T3-L1 se cultivaron de forma aislada bajo las mismas condiciones en las
gue se encontraba el cocultivo. Las isoflavonas se afiadieron a los cultivos
concentraciones de 0,1 y 1 uM. Después de 24 h de tratamiento, se recogié el

sobrenadante del cultivo y se almacend a -20 °C hasta su posterior analisis.
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Estimacion de la viabilidad celular

Para estimar la viabilidad celular se utilizo el kit comercial CellTiter 96 (ref. G3582 de
Promega, Tokio, Japdn.). Brevemente, las células fueron sembradas en placas Elisa a
una densidad de 2 x 10 *® células /mL, con un total de 80uL por pocillo. Las células
fueron incubadas, a excepcion del control, con las isoflavonas o el EGCG durante 16h.
Posteriormente, se afiadid 20 pl/pocillo del reactivo MTS del kit y las células se
mantuvieron en condiciones de cultivo. La toma de los datos se realizé por lectura de
la placa a una longitud de onda (A) de 490 nm y el andlisis a de los resultados se realizo

por comparacion frente a la situacion control.
Obtencion de lisados celulares

En todos los experimentos con los modelos L6, 3T3-L1 y FAO, las células fueron
privadas de suero durante 4 horas y cuando fue necesario se trataron con AICAR (2
mM), Compuesto C (5 uM), Cicloheximida (1 uM), Genipina (10, 50 o 100 mM),
Fulvestrant (100 y 1000 uM), TROLOX (50 uM), NAC (5 pM), BAPTA-MA (50 uM) y/o
STO-609 (20 pM) durante 30 min. Posteriormente se realizd la estimulacién con la
insulina (100 nM) y con las isoflavonas o el EGCG a concentraciones 0,5; 1; 2,5 0 5 uM
durante 10 minutos en el conjunto de experimentos moleculares y durante 30 minutos

en el conjunto de experimentos funcionales.

Transcurrido el tiempo de incubacion pertinente, las placas de cultivo se pusieron
sobre hielo y se realizaron tres lavados con PBS suplementado con ortovanadato de
sodio (1 mM). Se adiciond el tampdn de lisis celular (tampones y sustratos) y se
disgregaron las células con la ayuda de una rasqueta celular (ref. CLS3010-100EA de
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Los restos celulares se recogieron en nuevos
viales etiquetados y mantenidos en hielo. Posteriormente, se homogeniza la muestra
por sonicacion (soniprep 150 de Braun Biotech, Barcelona, Espafia) durante 10
segundos a una amplitud de 6-8 micrémetros. Por ultimo, se cuantificaron las
muestras como se describe el siguiente apartado, se alicuotaron y congelaron a -209C

hasta su posterior utilizacién.
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Determinacion de la concentracion proteica

La cantidad de proteina de cada muestra se calculd6 mediante el método Bradford
(Bradford 1976) basado en la unidn que experimentan los residuos basicos y
aromaticos de los aminodacidos con el azul de Coomassie. La concentracidén proteica de
las muestras se analizd por interpolacion de los datos obtenidos a partir de una recta

patrén realizada con concentraciones conocidas de BSA (rango de 0 a 2 pg/ul).

Tanto las soluciones patron de BSA como a las muestras se les afiadio el reactivo de
Bradford y se sometieron a agitacidon. Posteriormente se incubaron las muestras
durante 5 minutos a TA. Finalmente se determino la absorvancia de cada muestra por
espectofotometria a una longitud de onda de 595 nm. En cubetas de metraquilato de

un cm de paso optico.

Experimentacion en placa de cultivo

En determinados experimentos, como los que se basan en analisis cinéticos, fue
necesario el estudio del comportamiento celular sin lisar. En este caso, la
experimentacion se realizé directamente en la placa de cultivo y la preparacién de la
muestra se realizé como se indica en el apartado de obtencion de lisados celulares

obviando los pasos posteriores al lavado con PBS suplementado con ortovanadato.

Inmunodeteccion por Western Blot

La inmunodeteccién de las proteinas de los extractos celulares se consigue tras la

aplicacién de los siguientes protocolos:

Preparacion de la muestra

Se realizé la obtencion de lisados celulares y se cuantificé su concentracion proteica
siguiendo los protocolos que se acaban de definir. Posteriormente, se normalizaron las
muestras con agua Milli Q y se les afiadié el tampdn de carga. A continuacion, se
procedid a la desnaturalizacién proteica por calor en un en un bafio seco (Thermobloc

Selecta, Biotech, Madrid, Espaina) a 952C durante 3 minutos.
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Separacion de proteinas por electroforesis (PAGE)

La separacidn de proteinas por peso molecular se realizé en geles de poliacrilamida y
en presencia del detergente aniénico SDS que, a parte de participar en el proceso de
desnaturalizacién, confiere una carga catidnica que permite una migracidon de las
proteinas por el gel, dependiente de un campo eléctrico y en funcion de su longitud.
Debido a la desnaturalizacién, la longitud estd en relacién directa con su peso

molecular.

El gel utilizado para la electroforesis consta de dos partes: el gel apilador, que permite
gue las proteinas comiencen a migrar desde el mismo punto y el gel separador, que es
donde se produce la separacién propiamente dicha. La densidad de los geles
dependera del tamafio de las proteinas a analizar, asi cuanto mas pequefias son las
proteinas mas denso serd el gel y viceversa. En la elaboracidn de esta Tesis se
utilizaron geles al 10 y 7.5% de acrilamida-bisacrilamida, forzados a polimerizar en
presencia de los catalizadores persulfato amdnico y TEMED, y cuya composicion se

detalla en la siguiente tabla.

Tabla 12. Composicidon de los geles para la electroforesis de proteinas

Gel al 10% Gelal 7,5%
COMPUESTO
Separador Apilador Separador  Apilador

Acrilamida 10 mL 2mL 10 mL 2mL
Tris 1,5M 7,5 mL - 10 mL -

0,5M -- 3mL - 7 mL
Agua milliQ 12 ml 7 mL 18 mL 7 mL
SDS 300 plL 120 pL 400 plL 240 plL
Persulfato amdnico 240 pL 80 uL 320 pL 160 pL
TEMED 20 plL 15 plL 20 plL 15 pL

Cantidades para la elaboracion de 4 geles

Una vez polimerizados, los geles se sitlan en cubetas de electroforesis tipo Mini-
PROTEAN II (ref. 165-2940 de BioRad, Barcelona, Espaia) y se cubren con el tampdn de
electroforesis. Se cargan las muestras y el marcador de peso molecular y se aplica una

corriente de 15 mA por gel, durante una hora aproximadamente.
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Control de carga por tincion de geles

Una vez finalizada la electroforesis, se puede realizar un control de la homogeneidad
de carga de las muestras por tincién del gel con la solucién colorante (tampones y
soluciones) durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) y en agitacién suave. Para
eliminar el exceso de azul de Coomassie se realizan tres lavados de 30 minutos a TA
con acido acético al 10%. El color azul es proporcional a la cantidad de proteina

presente en cada carril descrito por la muestra.

Electrotransferencia

Una vez separadas las proteinas en funcién de su peso molecular, se procedié a su
transferencia a membranas de nitrocelulosa de difluoruro de polivinilo (PVDF) (ref.
IPVHO0010 Immobilon-P de Millipore, Bedford, MA, EE.UU.) previamente activadas
con metanol al 100% durante 3 minutos y equilibradas en tampdn de trasferencia
(tampones y soluciones) durante 15 minutos. Se coloca el gel en contacto directo con
la membrana mediante un sistema de sandwicheras de plastico perforado que se
sitian en cubetas de trasferencia (Mini Trans-Blot Transfer Cell de BioRad Laboratories,
Barcelona, Espafia) disefiadas para conseguir un campo eléctrico uniforme en toda la
superficie y perpendicular al sistema membrana-gel, en direccion a la membrana. El
voltaje aplicado para la transferencia fue de 100 V durante 1 hora. Este proceso
desprende un calor, por lo que las cubetas se sumergen en hielo para refrigerar el

sistema.

Bloqueo de la membrana

Una vez realizada la electrotransferencia, las membranas se aislan del sistema de
sdndwich y se incuban en una solucién de bloqueo especifica dependiendo se si las
proteinas a detectar se encuentran o no fosforiladas (Tampones y soluciones). Se
incuban durante 1 hora a TA y en agitacidon suave. Durante este proceso se consigue
bloquear los sitios de la membrana donde no se han unido proteinas impidiendo asi la
unién inespecifica de los anticuerpos que se utilizardn para la inmunodeteccidn.
Posteriormente, se realizan 3 lavados de 5 minutos de duracidon con TBS-T 0.05% con el

objetivo de eliminar el excedente de la solucién bloqueante.
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Inmunodeteccion

Las membranas se incuban con el anticuerpo primario (tabla 13) a o/n a 4 2C y en
agitacion suave. Para eliminar el anticuerpo primario no unido a proteinas, se
realizaron 3 lavados con TBS-T 0.1% de 5 minutos de duracidon. A continuacion, se
incuban las membranas con el anticuerpo secundario correspondiente (tabla 14)
durante 1 hora, a TA y en agitacion suave. El exceso de anticuerpo secundario se
elimina mediante 5 lavados de 5 minutos de duracién con TBS-T 0.1% en agitacion
rapida.
Tabla 13. Anticuerpos primarios utilizados en inmunodeteccion.

PROTEINA P.M.

CASA COMERCIAL  REFERENCIA DILUCION ESPECIE
(antigeno) (Kda)

. Cell Signaling Technology
Acetil-CoA 280 3662 1:1000 Conejo
(Danvers, MA, EE.UU.)

Acetil-CoA Cell Signaling Technology
280 3661 1:1000 Conejo
(Ser ™) (Danvers, MA, EE.UU.)

Cell Signaling Technology
AMPK-a 62 2532 1:1000 Conejo
(Danvers, MA, EE.UU.)

AMPK-a Cell Signaling Technology
: onejo
62 2532S 1:1000 Conej
(Thr 173 (Danvers, MA, EE.UU.)
Invitrogen
AKT 60 44-609G 1:1000 Conejo
(Ltd., Inglaterra)
AKT-p Cell Signaling Technology
: onejo
60 9271 1:1000 Conej
(Ser *73) (Danvers, MA, EE.UU.)
AKT-p Cell Signaling Technology
: onejo
60 4056 1:1000 Conej
(Thr 3%) (Danvers, MA, EE.UU.)
. Sigma-Aldrich .
Actina 42 A5441 1:10000 Ratdn
(St. Louis, MO, EE.UU.)
Millipore
AS160 160 07-741 1:1000 Conejo
(Millford, MA, EE.UU.)
AS160 Millipore
160 07-802 1:1000 Conejo
(Thr ) (Millford, MA, EE.UU.)
Abcam
GLUT4 45 ab654 1:2500 Conejo

(Cambrige, Inglaterra)
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Upstate
IRS1 160-185 06-248 1 pg/uL Conejo
(Lake Placid, NY, EE.UU.)
IRS1 Upstate
170-110 07-247 1:1000 Conejo
(Ser3%) (Lake Placid, NY, EE.UU.)
IRS1 Cell Signaling Technology ;
180 3193 1:1000 Raton
(Ser ¢*?) (Danvers, MA, EE.UU.)

Cell Signaling Technology
ERK1/2 42-44 4695 1:1000 Conejo
(Danvers, MA, EE.UU.)

ERK1/2 Cell Signaling Technology
42-44 4370 1:2000 Conejo
(ThrZOZ/Tyr2°4) (Danvers, MA, EE.UU.)
Millipore
PI3K p85 85 06-496 1 pug/uL Conejo
(Millford, MA, EE.UU.)
Abcam
UCP2 33 ab32592 1:125 Conejo
(Cambrige, Inglaterra)
Sigma-Aldrich
uUcP3 34 u7757 1:1000 Conejo

(St. Louis, MO, EE.UU.)

P.M. Peso Molecular

Tabla 14. Anticuerpos secundarios utilizados en inmunodeteccidn.

ANTIGENO CASA COMERCIAL REFERENCIA DILUCION ESPECIE

Pierce Thermo Scientific

Conejo 31460 1:10000 Cabra
(Rockford, IL, EE.UU.)

GE-Healthcare
Ratodn NA931 1:5000 Oveja

(little chalfont, Inglaterra)

Revelado y analisis de los datos

Para el revelado se incuba la membrana durante 5 minutos y a TA, con un substrato

™ Western Chemiluminiscent HRP de Millipore

guimioluminiscente (/lumino
Corporation, Billerica MA, EE.UU.), el cual en un sustrato para el complejo peroxidasa
de rabano capaz unido al anticuerpo secundario. Esta unién presenta la capacidad de
emitir luminiscéncia que es detectada por el equipo Molecular Imager ChemiDoc XRS
(BioRad, Munich, Alemania) y analizada con el programa Quantity-One 4.6 (Bio-Rad,

Hercules, CA, EE.UU.). La cantidad de luminiscencia obtenida es proporcional a la

cantidad de proteina.
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Medicion de la concentracion de TNFay MCP1

Las concentraciones de TNFa y MCP1 en los sobrenadantes de los cultivos se
determinaron por ELISA, que se llevd a cabo con los kits comerciales Ready-Set-Go
contra TNFa y MCP1 (ref. 88-7391 y 88-7324 respectivamente de eBioscience, San

Diego, CA, EE.UU.) siguiendo los pasos que se enumeran a continuacion.

En primer lugar se agregaron 50 ul de la solucién del anticuerpo de captura provista
por el kit, se cubrid la placa ELISA con aluminio, para prevenir la evaporacion y se
incubod o/n a 4 °C. Posteriormente se descarté la solucién remanente en los pocillos y
se lavaron dos veces con 150 pl de la solucion de lavado incluida en el kit. Se agregd
200pL de solucién de bloqueo y se incubé durante 2 horas y media a TA. Transcurrido
ese tiempo se lavo la placa 4 veces con 120 uL de solucion de lavado y se le adiciond
100 pl tanto de los estandares como de las muestras (sobrenadante del cultivo) y se

incubaron o/n a 42°C.

Al dia siguiente, se realizaron 4 lavados 150 pL de la solucidn de lavado, se afiadié 100
pL de la solucion de anticuerpo secundario marcado con biotina provisto en kit y se
incubo la reaccion 1 hora y media a TA. Posteriormente se lavd 6 veces con solucion de
lavado, se afiadié 100 uL de la solucion de peroxidasa provista en el kit y se incubd 30
minutos a TA. Por ultimo se realizaron 5 lavados con el tampdn de lavado previo a la
adicion de 100 pL del substrato provisto por el kit y se incubd la reaccién 15 min a TA.
Transcurrido este tiempo se paré la reaccién con 50 pL de la solucion Stop y se midié la
absorbancia del color producido en espectrofotémetro a una longitud de onda de 405

nm.

Con los datos de absorbancia de los estandares de concentraciones conocidas
provistos en el kit se realizd una recta patréon, definida por absorbancia y
concentracion. Los datos de absorbancia de las muestras se compararon con la recta
patrén y para el calculo de la concentracion tanto de TNFa como de MCP-1 en las

muestras.
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Inhibicion de la traduccion génica por RNA de interferencia (siRNA)

Esta técnica se basa en la transfeccién celular con siRNA especificos para los genes que
se quieren inhibir. El objetivo de la realizacion de este experimento fue el de inhibir Ia
traduccién de UCP2 en miotubos diferenciados L6. Por lo que, en primer lugar, se
sembraron las células en placas de cultivo celular y se diferenciaron como se describid
en el apartado de cultivo celular. Los siRNA inhibitorios de UCP2 utilizados fueron
adquiridos a Applied Biosistems International. Tanto las referencias como sus
secuencias se detallan en la tabla 15. Como control se utilizé el siRNA Silencer® Select

Negative Control#1 obtenido en la misma casa comercial.

Tabla 15. siRNA utilizados para la inhibicion de la traduccion de UCP2.

SECUENCIA
REFERENCIA
Sentido Antisentido
s132619 AGAGCACUGUCGAAGCCUALtt AUGGCUUCGACAGUGCUCUgg
s132621 CAAAGAUACUCUCCUGAAALtt UUUCAGGAGAGUAUCUUUGat

La transfeccion celular con los siRNA descritos en la tabla 15 tuvo lugar transcurridos 6
dias desde el comienzo de la diferenciacién celular y como se describe a continuacién
(los calculos representados son por reaccion y para placas de cultivo de 2 cm de
diametro). En primer lugar se afiadid 5yl del agente transfectante siPORT NeoFx (ref.
AM4510 de Applied Biosistems International) en 100 puL de Optimem (31985-047 de
Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se incubd la mezcla 10 minutos a TA y posteriormente se
afiadié 0.5uL del siRNA correspondiente. Se incubd de nuevo la mezcla durante 10
minutos a TA para facilitar la formacién de micelas entre el agente transfectante y el
siRNA especifico, este paso incrementard la eficiencia de la transfeccion.
Posteriormente se enrasd la mezcla anterior hasta 200uL con Optimem. Se retird el
medio de cultivo a la linea celular a transfectar (L6 diferenciados), se anadieron los
200pL de la disolucion realizada en Optimem y se cultivaron las células durante 24h.
Transcurrido este tiempo se realizaron los tratamientos pertinentes y se recogieron las

muestras a analizar segun el protocolo de obtencion de lisados celulares.
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Medicion de nitratos y nitritos

La cantidad de nitritos en los sobrenadantes del cultivo celular se midié utilizando el
reactivo de Griess. En primer lugar se preparé la curva control a partir de una dilucién
seriada de 100uM a cero de NaNO, en agua. Posteriormente, se distribuyeron 100uL
tanto de los estandares de la curva control como de las muestras a cuantificar
provenientes del sobrenadante del cultivo. Se afiadié un volumen equivalente de
reactivo Griess (0.1% N-1-naftiletilenodiamina en agua destilada y 1% de sulfanilamida
en 5% de acido fosférico) y se incubd la reacciéon durante 10 minutos a TA.
Posteriormente se midio la absorbancia a 550nm y la concentracion de nitritos fue

calculada a partir de la estimacidn de los datos de la curva control de NaNO,

Estimacion de la concentracion de TG

La linea celular FAO se cultivd como se ha descrito en el apartado de cultivo celular en
placas de cultivo celular de 6 pocillos, a razén de 5*10° células/ml y se incubaron en
condiciones de ambiente controlado (37 °C y 5% CO;) hasta confluencia de 80%.
Llegado a este punto, se lavaron las células con 2mL de PBS por pocillo y
posteriormente se realizé un tratamiento con una solucion de palmitato 200uM
disuelto en DMEM suplementado con P/S pero sin suero durante 24 h con el fin de
incrementar los niveles basales de acidos grasos. Al dia siguiente, se realizé un cambio
de medio para eliminar el palmitato remanente y se aplicaron los tratamientos con las
isoflavonas a concentracion 0,1; 1 y 5uM y con 10uM de GW7649. Se incubaron las
células durante 24 horas y se realizo el protocolo de obtencion de los lisados celulares
descrito previamente y centrifugados 5 minutos a 10000 rpm para eliminar los restos
celulares. Para la cuantificacion de la concentracidon de TG se realizé dilucion seriada
de concentraciones conocidas de glicerol y se distribuyeron 40puL tanto de la dilucion
seriada como de las muestras en una placa ELISA. Posteriormente se afiadieron 200 plL
del reactivo provisto en el kit TG E-test Wako (Wako pure Chemicals, Osaka, Japdn) y
se incubd la placa 5 minutos a 37 °C en agitacion moderada. Por ultimo se midié la
placa en un espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm. Con los datos de las
absorbancia y las concentraciones de la dilucion seriada se realizd una recta patréony la
concentracion de glicerol de la muestra se calculé por triangulaciéon de las

absorbancias de las muestras con la recta patrén.
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Medicidon de la captacion de glucosa por 2-NBDG

El compuesto 2-NBDG es una andlogo de la glucosa con capacidad fluorescente por lo
gue su utilizacion es valida para estimar la captacion de glucosa celular (Zou, Wang &
Shen 2005). Este ensayo se realizé en el modelo celular de miotubos L6 tratados como
se describe a continuacidn. Las células fueron diferenciadas como se describe en su
correspondiente apartado, en placas de cultivo celular de 24 pocillos. Una vez
diferenciadas, se realizd una retirada de suero durante 4 horas y posteriormente se
afadié 10 uM de una solucion de citocalasina en PBS+BSA al 0.1%, durante 30 minutos
con el fin de conseguir un control negativo (la citocalasina inhibe la captacion de
glucosa). Durante la incubacién, se prepararon los tratamientos con insulina (100nM)
mas las isoflavonas a 0,1; 1 2,5 y 5 uM, también en PBS+BSA al 0.1%. Se afiadieron los
tratamientos a las células con los que se incubaron durante 30 minutos. Por ultimo se
afiadio una concentracion de 80 uM de 2-NBDG a las células y se incubaron un rango
de 5 a 30 minutos. Posteriormente se realizé un lavado de las placas de cultivo con PBS
para eliminar el 2-NBDG remanente y se realizé una medida de la fluorescencia a
470/500 nm. Los datos de las absorbancias obtenidas de los tratamientos se

contrastaron con los de la situacion control y su relacidn se expresé en porcentaje.

Estudio de la actividad de AMPK

El analisis de la actividad de AMPK se realizé mediante el kit comercial CycLex® AMPK
kinase Assay Kit (ref. CY-1182 de MBL International Corporation, Woburn, MA, EE.UU.)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. En la placa de ELISA donde se realizara
la lectura, se anadieron 10 pl del lisado celular y 90 pL de tampdn de reaccién quinasa
(50uM ATP plus). Se incubd la reaccidén durante 30 minutos a 30 °C. Posteriormente, se
lavd cinco veces la placa con el tampdn de lavado provisto en el kit y se afiadié 100uL
de anti-fosfo-IRS1Ser’® (ref. AS-4C4 del kit) y se incubd 30 minutos a TA. Transcurrido
el tiempo de incubacién, se lavd cinco veces la placa con el tampdn de lavado y se
afiadié 100uL de HRP-conjugado de IgG anti-ratdn. La actividad colorimétrica se inicio
con 100puL de sustrato y se detuvo 10 minutos mas tarde con 100 plL de solucidn de
parada. Por ultimo, se midid la absorbencia a 450 nm para la estimacién de la actividad

de la AMPK.
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PCR a tiempo real

La PCR cuantitativa, qPCR, Q-PCR (del inglés quantitative polymerase chain reaction) o
PCR en tiempo real (del inglés real time polymerase chain reaction) es una variante de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para amplificar y
simultaneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la amplificacion de
acido desoxirribonucleico (ADN). Para ello emplea, un molde de DNA al menos un par
de cebadores especificos, dNTPs, un tampdn de reaccion adecuado, y una DNA
polimerasa termoestable; a dicha mezcla se le adiciona una sustancia marcada con un
fluoréforo que, en un termociclador que albergue sensores para medir fluorescencia
tras excitar el fluoréforo a la longitud de onda apropiada, permita medir la tasa de
generacion de uno o mas productos especificos (Watson et al. 2004). En muchos casos
el molde que se emplea para la PCR es ADN complementario (cDNA), de hebra simple,
obtenido por retrotranscripcion de acido ribonucleico (RNA); en este caso, la técnica es
una RT-PCR cuantitativa, RT-PCR en tiempo real o RT-Q-PCR. Debe evitarse la confusién
con la técnica denominada «PCR tras transcripcion inversa» (RT-PCR, del inglés reverse
transcriptase PCR), en la cual existe un paso de retrotranscripcién de ARN a ADN pero

gue no necesariamente cuantifica el producto a tiempo real.

Existen diferentes factores que afectan a la variabilidad des resultado final como la
integridad de DNA o la eficiencia enzimatica entre otros, por lo que se han
desarrollado diferentes sistemas de estandarizacion. Los hay para cuantificar de forma
absoluta la expresiéon génica, pero, de forma mas comun, se orientan a la
cuantificacion relativa del gen de estudio respecto de otro, denominado
«normalizador», que se selecciona debido a mantener una expresién mas o menos
constante. Estos genes suelen denominarse, en inglés, house-keeping genes debido a
gue suelen estar involucrados en funciones basicas en la supervivencia celular, lo cual
suele implicar una expresién constitutiva (Vandesompele et al 2002; Pfaffi et al 2002).
De este modo, efectuando en cada experimento la medicidén de los genes de interés y
dividiéndolos por la expresion del gen normalizador seleccionado es posible comparar

los primeros aun sin conocer en términos absolutos su nivel de expresion.
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Como se acaba de comentar fue requerida una molécula de cDNA para la realizacién
del andlisis de la expresion génica a tiempo real debida a tratamientos con las
isoflavonas o con el EGCG. Para la obtencidn de este tipo de moléculas a partir de los
cultivos celulares fue necesaria la aplicaciéon de los protocolos que se definen a

continuacion.

Extraccion total de acido ribonucleico (RNA)

La extraccion del RNA se realizdé en dos laboratorios diferentes por lo que a
continuacion se comentaran los detalles de cada protocolo utilizado. En ambos casos,
debido a que las moléculas de RNA son facilmente degradables, se trabajo bajo
condiciones que disminuyeran su degradacién como la pulverizacién de la zona, el
equipo y material de trabajo con etanol y un inhibidor de ribonucleasas'® (RNAsas)
RNAse Zap (ref. R2020 de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), la utilizacién de puntas

con filtro y trabajar sobre hielo.

Por kit RNeasy® de Quiagen (ref. 74104)

Una vez realizados los tratamientos pertinentes, se lavaron las placas de cultivo dos
veces con PBS. Posteriormente se afiadid el tampdn de lisis incluido en el kit y se
recogieron las células con la ayuda de una rasqueta celular (ref. CLS3010-100EA de
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Se transfirieron a viales RNAsa Free y se
comenzé la homogenizacion de las muestras por pipeteo. Posteriormente se
congelaron los lisados celulares a -802C durante un minimo de 15 minutos para su
completa homogenizacién. Se afiadid un volumen de etanol 70% y se mezcld por
pipeteo, con la misma punta se transfirieron las muestras a las minicolumnas provistas
en el kit y se colocaron en viales de 2mL también incluidos en el kit. Se centrifugaron
las muestras durante 15” a 10.000 rpm (correspondiente a 8000 g). Cuando se
requirié un posterior analisis protedmico de estas muestras, en vez de en tubos de 2
mL se fijaron las columnas en viales de 2 mL donde se conservo el eluyente alicuotado
y congelado a -20 °C para realizar una precipitacion proteica con acetona como se
describird posteriormente en el protocolo Precipitacion proteica. Cuando no fue

necesario este tipo de andlisis se descarto el eluyente.

'8 Enzimas que catalizan la hidrdlisis del RNA facilitando asi su degradacion
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Para conseguir una mayor eficiencia en la RT-PCR se optd por realizar una digestion de
DNA mediante el kit RNAsa-Free DNA (Quiagen ref. 79254) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, se lavaron las membranas de las
columnas con 350uL de tampdn de lavado RW1 provisto en el kit y se centrifugaron
durante 15” a 10.000 rpm. Posteriormente se afadieron 80 pL por columna de una
solucion compuesta por 10 uL DNAse y 70 uL RDD, ambos provistos en kit y se incubd
durante 15 minutos a TA. Por ultimo se lavaron las membranas con 350ul de RW1 por
centrifugacién durante 15” a 10.000 rpm. Para continuar con el protocolo se
afiadieron 500uL de RPE (con Etanol) a cada columna y se centrifugaron 15’ a 10.000
rom, para lavar la membrana y se repitid este paso, pero esta vez durante 2 min a
10.000 rpm, para secar la membrana por centrifugacidn. Se colocé la columna en viales
RNAsa free etiquetados que se centrifugaron 1 min a 10.000 rpm para proceder a la
elucién del RNA en 30 plL de agua libre de RNAse (ref. 129114 de Quiagen). El eluyente
final se congelé rdpidamente en nitrégeno liquido y se conservo a -802 hasta su

posterior utilizacién.

Por Sepasol®

Se utilizé esta técnica de extraccion de RNA en el caso del estudio antiinflamatorio ya
gue este estudio se realizdé durante la estancia en el grupo liderado por el profesor
Kawada de la Universidad de Kyoto, bajo las condiciones puestas a punto en su
laboratorio que se fundamentan en la extraccion da acidos nucleicos por el método

Fenol-cloroformo.

En primer lugar se lavaron las células con PBS tres veces, y posteriormente se anadid
1mL de solucion Sepasol (ref. 30486 de Nacalai Tesque, Tokio, Japdn). Se recogieron
los restos celulares en un vial de 2mL y se adicion6 200uL de cloroformo. Se mezclé
suavemente durante 30 segundos y se incubd 5min a TA. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras durante 15 min a 15000 rpm y 4 2C, fruto de este paso se
diferenciaron claramente dos fases en cada muestra, se recogidé la fase acuosa
(superior) evitando arrastrar parte de la interfase para obtener un resultado final mas
puro. A la fase acuosa se le afiadié 500 pL de propanol, se mezclo suavemente durante

30 segundos y posteriormente se incubd 10 min TA. Transcurrido este tiempo se
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centrifugaron las muestras de nuevo durante 15 min a 15000 rpm y 4 2Cy se eliminé el
sobrenadante por decantacion y con la ayuda de una pipeta para eliminar la mayor
parte del sobrenadante. Posteriormente, se afadié etanol al 75% para precipitar el
RNA vy se centrifuga durante 15 min a 15000 rpm y 4 2C. Se Eliminé el sobrenadante
por decantacién y se repitié este mismo paso para facilitar la eliminacién del etanol.
Los viales se dispusieron invertidos sobre un papel secante donde se dejaron hasta la
total evaporacion del etanol remanente (aproximadamente 20 minutos). Por dltimo se
resuspendid el pellet en agua libre de RNAsas y se conservaron las muestras a -802C

hasta su posterior utilizacién.

Precipitacion proteica

Esta técnica se empled cuando se necesitd la extraccion de la fase proteica del
eluyente obtenido en el protocolo de extraccion de RNA total kit RNeasy® de Quiagen
(ref. 74104). En primer lugar se afiadieron 4 voliUmenes de acetona previamente
atemperada a 4°C y se incubd durante 30 min a 429C. Posteriormente se centrifugaron
las muestras durante 10 minutos a 15000 rpm y 4 2C. Transcurrido este proceso se
descartd el sobrenadante y se incubd a TA hasta la completa evaporacién de la
acetona®. Posteriormente se resuspendi el pellet en el tampén de lisis celular
(tampones y soluciones) al que se le afiadidé el tampdn (tampones y soluciones) para la

posterior inmunodeteccién por WB.

Cuantificacion de la concentracion de acidos nucleicos por NANODROP®

Al tratarse de muestras de RNA, que se pueden degradar con facilidad, las muestras
estuvieron en hielo durante todo el proceso y se trabajo con puntas con filtro. En
primer lugar, se realizd un par de lavados del lector con 2plL de agua libre de RNAsa
para eliminar posible impurezas que pudieran interferir en la lectura. Con este mismo
tipo de agua se realizé el blanco y acto seguido se comenzd con la cuantificacidon de la
concentracion proteica de las muestras, para ello se dispusieron 2uL de cada muestra

en el sensor con un par de lavados entre muestras.

19 . .. . .. . . ,
Es importante no forzar la evaporacion de la acetona ya que una deshidratacion excesiva complicaria
la posterior resuspension de las proteinas
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Se recogieron los valores tanto de la concentracion de las muestras como de los ratios
260/280 y 260/230 que aportan informacion de la pureza de la muestra. Por uUltimo se
realizé6 una lectura final con agua libre de RNAsas con el fin de comprobar la

reproducibilidad del blanco y valorar asi la posible dispersion de los datos.

Por medio de esta cuantificacion se puede saber la concentracién de RNAy el grado de
contaminacién pero no aporta datos relevantes sobre la integridad de la molécula,
caracteristica limitante a la hora de realizar la posterior PCR cuantitativa, por lo que es

importante su estimacion que se realizd segun el siguiente protocolo.

Control de integridad de RNA por gel de agarosa

En la tabla 16 se presentan los componentes necesarios para la preparacion del gel de
agarosa que se elaboré como se describe a continuacion. En primer lugar, se disolvio la
agarosa en TBE precalentado para facilitar el proceso. Una vez atemperada la
disolucién se afadié el marcador de acidos nucleicos SYBER safe?® (ref. S33102 de
Molecular Probes, Invitrogen, Ltd., Ingalterra). La polimerizacion de la agarosa se

realiz6 en oscuridad para no excitar el SYBER safe y mantener asi su eficiencia.

El tamafio de gel realizado dependié de la cantidad de muestras que se pretendia
analizar a la vez. Cuando se contaba con mds de 15 muestras se realizé un gel grande y

en caso contrario uno pequefio

Tabla 16. Composicion de geles de agarosa para la electroforesis de acidos nucleicos

COMPUESTO Gel pequeiio Gel grande

TBE 70 mL 100 mL
Agarosa 0.7¢g 1lg
SYBER®safe 7 pL 10 pL

Mientras polimerizaba el gel se prepararon las muestras a analizar en tubos
independientes libres de RNAsas. Se dispuso de una concentracién minima de 100ng

de cada muestra en un volumen final de 5 pL distribuidos segun se indica en la tabla 17.

? Este compuesto presenta la capacidad de unirse a los dcidos nucleicos y de excitarse a una longitud de
onda entre 470 y 530 nm (rango ultravioleta) emitiendo fluorescencia a 530nm.
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Tabla 17. Composicion de las muestras para electroforesis.

COMPUESTO VOLUMEN
Muestra 1pul
Tampodn de carga 1ul
Agua MilliQ 3uL

Una vez polimerizado, se coloco el gel en la cubeta de electroforesis y se cubrié con
TBE. Transcurridos 5 minutos?’ se retiré el peine del gel y se introdujo el equipo en

hielo para mejorar la resolucién del producto final.

Se cargaron las muestras (tabla 17) en el gel de forma ordenada y se programo la
electroforesis a 100V durante una hora aproximadamente. Por ultimo, se visualizé el
gel de agarosa en un equipo transiluminador (ref. VL-ECX-15.M, de Biogen cientifica,
Madrid, Espafia) que emite luz ultravioleta consiguiendo excitar el SYBER safe con el fin
de visualizar el resultado de la electroforesis y analizar asi el grado de integridad de las

moléculas de RNA.

Con esta prueba generalmente sélo se consigue detectar las dos subunidades del RNA
ribosémico, pero extrapolando los resultados de integridad de estas bandas, se puede
hacer una idea de como se encuentra el RNA en general. Con las muestras de los
carriles en los que se observaron claramente las dos bandas se continud con el
protocolo siguiente si, por el contrario, se visualizd un carril tipo smir se descarté la

muestra para su posterior analisis.

Retrotranscripcion reversa

Esta técnica de basa en la utilizacién de la enzima retrotranscriptasa reversa, propia de
virus y gracias a la cual se consigue transformar RNA en ¢cDNA que es mucho mas
estable para conservar y trabajar ademas de ser la biomolécula necesaria para la
posterior realizacion de la PCR a tiempo real. Cabe la pena recordar que no se trata de
una técnica de amplificacién por lo que la estequiométria entre moléculas de RNA de

partida y cDNA final ha de ser 1:1.

2 Tiempo necesario para rehidratar el gel y facilitar asi la extraccion del peine.
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Para la realizacion de esta técnica se utilizé el kit comercial transcriptor High Fidelity
cDNA sintesis (ref. 05081955001 de Roche, Madrid, Espana) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, se normalizaron las muestras en viales
libres de RNAsa a una concentracion final de 500 ng de RNA en 9,4 ulL de agua milliQ.
Posteriormente, se afadieron 2 puL de los cebadores Anchored-oligo (dT);s
suministrados en el kit y se incubaron las muestras en el tremociclador 96-Well
GeneAmp® PCR System 9700 (ref. N8050200 de Applied Biosystems, CA, EE.UU)
durante 10 minutos a 652C con el objetivo de asegurar la desnaturalizacion de las
posibles estructuras formadas entre diferentes moléculas de RNA. Mientras tanto, se
prepard una master mix con los productos comunes para realizar la retrotranscripcion
de las muestras, para ello se multiplicé las concentraciones que se indican en la tabla

18 por el niumero total de muestras.

Tabla 18. Composicion de la Master Mix para una reaccion

CONCENTRACION

REACTIVO provisto en el kit VOLUMEN
FINAL
Tampodn de transcripcion (5X) 4.0 uL 8mM M,Cl,
Inhibidores de RNAsas (40 U/uL) 0.5 uL 20U
Dexosinucledtidos (10mM) 2.0 uL 1mM
DTT 1.0 uL 5mM
Retrotranscriptasa reversa * 1.1l 10U
* No afiadir en el caso del CTL2. >=8.6uL

A parte de las muestras se crearon dos controles: CTL1 que no contenia RNA molde y
CTL2 en el que si que se incorporé RNA pero no la retrotranscriptasa reversa. En
ambos casos no se deberia producir la transcripcion de RNA a cDNA, el caso contrario

indica contaminacién o fallo durante el proceso.

El volumen total de master mix por muestra fue de 8.6 pL (tabla 18) que se anadié al

los 11.4 ulL preparados previamente (9.4 pL de las muestras normalizadas a 500 ng mas
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los 2 pL de los cebadores) obteniendo una mezcla con un volumen un total de 20 pL
por reaccién. Posteriormente se incubaron de nuevo todas las muestras en el

termociclador siguiendo el programa indicado en la figura 13.

85°C

48 °C 5 min

60 min
29 °C
4°C

[o o]

10 min

Figura 13. Programa del termociclador para la realizacion de una copia de cDNA a partir de mRNA

El cDNA resultante se cuantific6 como se ha descrito previamente en el protocolo de
cuantificacion de dcidos nucleicos por Nanodrop®. Posteriormente se normalizaron las
muestras a una concentracion de 25 ng/uL con agua milliQ, se alicuotaron y se

conservaron a -20 °C hasta su posterior utilizacion.

Al igual que en el caso de la extraccion del RNA, la técnica de RT-PCR se llevd a cabo
con dos equipos y protocolos diferentes debido a que se realizaron en laboratorios
distintos. Los protocolos utilizados dependieron de los genes estudiados y sus

particularidades se describen a continuacion.

PCR a tiempo real de la expresién de UCP2 y GADPH

Para la realizacion de este protocolo se necesitaron 50 ng por muestra del cDNA
obtenido tras la realizacién de los protocolos anteriores. Debido a que las muestras
fueron conservadas a una concentracion de 25 ng/uL se partié de un volumen de 2pL.
A este volumen se afiadio 7 pL de agua milliQ, 10 pL de la master mix TagMan® Gene
Expression Master Mix (ref. 4370048 de AppliedBioystem) y 1 uL de la sonda especifica
del gen de interés que en este caso fueron UCP2 y GADPH para los cuales se utilizaron
sondas comerciales de la casa AppliedBioystem con referencias Rn01754856_m1 y

4352338E respectivamente.

Hay que tener en cuenta que para cada gen fue requerida una reaccion diferente, ya

gue depende de la sonda utilizada para su deteccidén y que cada reaccién se repitié un
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minimo de tres veces para incrementar la robustez estadistica del andlisis de los datos.
Simultaneamente se realizd reacciones de PCR a una dilucidn seriada de un cDNA
control, tanto para UCP2 como para GADPH cuyos datos finales ayudaron a estimar la

eficiencia de la reaccion.

Una vez anadidos incorporados todos los reactivos a los viales correspondientes se
realizé una centrifugacién rapida (spin) para disponer todos los reactivos en la base del
vial y posteriormente se introdujeron en el termociclador (CFX96 Touch™ Real-Time

PCR Detection System de BioRad) con el siguiente programa (Figura 14).

95°C 95 °C

15 seg \ 60 °C

30 seg

10 min

Ciclo repetido 40 veces

Figura 14. Programa del termociclador RTPCR de UCP2 y GADPH

Los datos obtenidos fueron analizados con el software CFX Manager™ 184-5000
versiéon 2.1 (BioRad, Barcelona, Espafa). Se normalizaron los valores teniendo en
cuenta los datos obtenidos de gen de referencia (GADPH) y se representaron los datos

en porcentaje respecto el control.

PCR a tiempo real de la expresion de TNFa-a, MCP-1, eNOS y 36B4

Las PCR’s a tiempo real de estos genes se hicieron como parte experimental del
estudio antiinflamatorio que se presenta en el apartado de Resultados y Discusion y
gue se realizo en el grupo de Ciencia y tecnologia de los alimentos de la Universidad de

Kyoto.

En primer lugar, Se realizé la curva patréon a partir del amplicon obtenido por PCR
utilizando las mismas sondas que se utilizaron posteriormente para la RT-PCR y cuyas

secuencias puede consultarse en la siguiente tabla.
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Tabla 19. Secuencias y referencias de las sondas utilizadas para la PCR a tiempo real

SECUENCIA

SONDA REFERENCIA
Sentido Antisentido

mTNF-a NM_013693 ACACTCAGATCATCTTCTCAAAATTCG GTGTGGGTGAGGAGCACGTAGT

mMCP-1 NM_011333 ATGCAGGTCCCTGTCATGCTTC GGCATCACAGTCCGAGTCACAC
miNOS BC062378  CCAAGCCCTCACCTACTTCC CTCTGAGGGCTGACACAAGG
m36B4 BCO11291 TGTGTGTCTGCAGATCGGGTAC CTTTGGCGGGATTAGTCGAAG

En segundo lugar, se realizé una Master mix con 8.4uL de agua, 0.8 ul de cada sonda
sentido y antisentido de interés (tabla 19) y 8uL de SYBR green por cada reaccion. Se
distribuyd los viales previamente atemperados a 42C y por ultimo se dispensé 2ulL de
cDNA tanto de las curvas patrén como de las muestras a analizar (equivalente a 50ng).
Se realizd una centrifugacion rapida para evitar burbujas en el capilar y posteriormente
se introdujeron en el termociclador LightCycler System (Roche Diagnostics, Mannheim,

Alemania) donde se repitié 40 veces el ciclo de la figura 15.

95°C

Figura 15. Programa del termociclador para RTPCR de TNFa MCP1 iNOS y 36B4

En este caso se utilizd los niveles del mRNA de 36B4 como estandar interno para la

determinacion de la concentracion del resto de los mRNA analizados.
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Medicion de la concentracion de lactato

Una vez diferenciadas las células se realizd una retirada de suero durante 4 horas en
medio Hank’s. Posteriormente se estimularon con insulina (100 nM) y con los

tratamientos correspondientes.

Se realizé una cinética de toma de muestra a razén de 150uL del sobrenadante cada 5
minutos con un total de 9 puntos. En el dltimo punto se lavaron las células con PBS y se

congelaron para su posterior cuantificacion.

El analisis de la concentracion de lactato se realizd con el kit comercial Lactate kit (ref
1001330, Spinreact, Girona, Espaiia) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El
lactato producido por los miotubos IR estimulados con insulina y tratados con
isoflavonas es secretado al medio extracelular y su concentracién en el medio de
cultivo es relativamente facil de cuantificar ya que puede ser oxidado in vitro por la
Lactato oxidasa a piruvato y perdxido de hidrégeno el cual, en presencia de peroxidasa,
4-aminofenazona y 4-clorofenol forma un producto rojo facilmente cuantificable por
espectofotometria que puede ser cuantificado por relacién directa con su absorbancia
a 505nm y comparacién con la medida de las diluciones de blanco, patrdn (incluido en
el kit) y muestra que se prepararon con los reactivos que se muestran en la tabla 20 y

se incubaron 10 minutos a TA.

Tabla 20. Composicidn de las muestras para la cuantificacion de lactato

Blanco Patrén Muestra
RT (mL) 1.0 1.0 1.0
Patron (pL) -- 10 --
Muestra (pL) -- -- 10

Tanto las soluciones de la recta patron como las muestras se les afiadio el reactivo RT
se sometieron a agitacion. Posteriormente se incubaron las muestras durante 5
minutos a TA. Finalmente se determino la absorvancia de cada muestra por

espectofotometria a una longitud de onda de 405 nm.

135



Materiales y métodos

Estudio de la captacion de acidos grasos

Este estudio se realizd en adipocitos 3T3-L1 diferenciados durante 14 dias bajo las
condiciones descritas en el apartado de cultivo celular. Debido a que la diferenciaciéon
de los adipocitos en placas de 96 pocillos resulta complicada se opté por la
diferenciacién adipocitica en placas de 10 cm de didmetro y transplantarlas a una placa
de 96 pocillos una vez diferenciadas. Posteriormente, las células se trataron con TNFa
(20ng/uL) o/n para crear un modelo insulinorresistente y cuando fue necesario se
afiadieron los inhibidores durante 30 minutos antes a la estimulaciéon con insulina

(100nM) y con las isoflavonas (0.1 1 2.5y 5 uM).

El estudio de la captacién de acidos grasos se realizé con el kit comercial QBT™ (ref.
R8132 de molecular Devices, CA, EE.UU.) siguiendo las recomendaciones del fabricante
que brevemente se resumen a continuacién. Tras la aplicacion de los tratamientos al
cultivo celular, se adiciond 100 uL del Loading Buffer provisto en el kit e
inmediatamente después se realizé una medida de la fluorescéncia (excitacién a
485nm y emisidon a 515nm) en el fluorimetro Tecan infinite M200 (ref. 30016056 de
Tecan Austria GMBH, Grodig, Austria). Se realizd una cinética para la lectura de la

placa cada 20 seg durante 1,5 o 2 horas.

Debido a la complejidad del analisis de los datos se ha estimado conveniente explicarlo
detalladamente en el anexo V. una vez analizados los datos se representaron en

porcentaje respecto la situacién control.

Tincion de TG con oil red

Este ensayo se realizé sobre células adipociticas 3T3-L1 cultivadas y diferenciadas
como se describe en el apartado de Cultivo celular: adipocitos 3T3-L1 y la toma de
muestra se realiz6 como se detalla en el apartado Obtencion de lisados celulares a
excepcion del lisado celular. Este paso se sustituyo por la incubacion de las células
directamente en la placa de cultivo con 500uL paraforma aldehido durante una hora a
TA con el fin de fijar las células. Mientras tanto, se prepard la solucion Oil Red a razén
de 4,2 ml de la solucién madre (ref. 01516 de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) en

2,8ml de agua milliQ, se incubd la mezcla 20 minutos a TA y se filtré a tamafio de poro
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de 0,2 um. A continuacidn, se lavaron las células con 500 uL de isopropanol al 60% y se
dejéo evaporar completamente. Posteriormente, se afiadid la solucion OIL RED
preparada previamente a razén de 200 uL/well y se incubd 10 minutos a TA.
Transcurrido este tiempo, se lavaron las células con agua milliQ un total de 5 veces
para eliminar completamente los restos de la solucion OIL RED y se tomaron las fotos
pertinentes. Por ultimo se eluyd el OIL RED con 750uL/pocillo de Isopropanol al 100%

durante 10 min y se midié la absorbancia elucién a 492nm.

Estimacion de la actividad antioxidante por DCFH-DA

El DCFH-DA (ref. D6883 de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) se utiliza como
indicador de las formacion de peroxinitrito. Después de la hidrélisis de grupo diacetato
de la molécula (-DA) por la accion de las esteasas intracelulares el DCDHF es oxidado
por el peroxinitrito originando DCF, un compuesto con capacidad de emitir
fluorescencia que puede ser motorizada a una longitud de onda de 500 nm. La

incorporacion del DCFH-DA en las células se realizé como se describe a continuacion.

Se diferenciaron la linea celular L6 a miotubos y la obtencién de los lisados celulares
fruto de posterior estudio se realiz6 como se describe en sus correspondientes
apartados. Para este ensayo se requisé afiadir DCFH-DA (10uM) a todas las muestras y
cuando fue necesario, Nacetil cisteina (100uM) y TROLOX (300U/ml). Se incubaron las
células durante 30 min. Posteriormente, se lavaron las células con medio Hank’s (es
importante hacerlo en un medio sin fenol red para que no interfiera en la lectura
colorimétrica) a razén de 500 pL por pocillo y se realizé una lectura basal en el
lumindmetro que previamente ha estado atemperado a 37 °C. Posteriormente se
trataron las células con EGCG (0,5; 2,5 y 5 uM) y se realizé una cinética durante dos

horas cada 2 minutos para la medida de la absorbancia que se realizé a 500 nm.

Los datos de las absorbancias de los tratamientos se compararon con los de la

situacion control y su relacidn se expresé en porcentaje.
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Estimacion de la respiracién mitocondrial por consumo de oxigeno

Este estudio se realizd en células L6 diferenciadas y se llevé a cabo en el equipo de
respirometria de alta resolucion Oxygraph-2K (Oroboros, Austria) en el que el oxigeno
disuelto en el medio difunde a través de una membrana de teflén y posteriormente se
reduce al entrar en contacto con un electrodo de platino polarizado a 0,8V, este

proceso genera una corriente eléctrica detectada por el equipo.

Para los experimentos que se presentaran en la seccién de resultados y discusion se
cuantificé tanto el consumo total de oxigeno en presencia de sustrato y ADP, consumo
de oxigeno ACOPLADO, que se relaciona con la produccion de de ATP y el consumo de
oxigeno tras la adicion de un bloqueante de la ATPasa, la oligomicina, estimando asi el
consumo de oxigeno DESACOPLADO de la produccién de ATP. Los detalles del

protocolo experimental se comentan a continuacioén.

Las células L6 se diferenciaron como se explica en el apartado de cultivo celular:
miotubos L6. Al cabo de 7 dias posteriores al inicio de la diferenciacion se realizé una
retirada de suero durante 4 horas en medio Hank’s. Mientras tanto, se prepard una

disolucion 5 mM de EGCG en medio Hank’s.

Una vez transcurridas las 4 horas de retirada de suero, se recogieron las células en
viales estériles y se dividieron en parte iguales entre las dos camaras del equipo que
previamente habian estado atemperadas con medio Hanks a 37 °C y con agitacién
suave (200 rpm). Transcurridos en tiempo necesario hasta la estabilizaciéon de la senal,
entre 5 y 10 minutos desde la incorporacion de las células, se trataron las células de
una camara con la solucion previamente preparada de EGCG a concentracion final

5uM anadiendo el mismo volumen de agua en la otra camara.
Los datos del consumo de oxigeno se recogieron tras la estabilizacion de la sefial.

Cuando fue necesario la estimacién del consumo de oxigeno desacoplado se anadid a

ambas camaras oligomicina (1 pg/ml).
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Estudio de la activacion de PPAR’s

Para llevar a cavo esta estimacion de la actividad ligante de las isoflavonas y/o el EGCG

sobre los PPAR’s fue necesario la aplicacion de los siguientes protocolos

Condiciones de siembra celular

Este tipo de estudios se realizd en la linea celular FAQ, siguiendo las especificaciones
de cultivo indicadas en el apartado de cultivo celular: Hepatocitos FAO. Las células se
cultivaron en placas de 10 cm hasta alcanzar una confluencia del 80%. En este punto,
se lavaron con PBS para retirar el suero remanente, se resuspendieron de nuevo en
placas de 10 cm a una concentracién de 4.5*%10° células/mL, se incubaron en ambiente

controlado durante 24h y se prosiguio con la transfeccién celular.

Transfeccion celular

En primer lugar se prepararon los reactivos MIX A (preparacién de los plasmidos a
transfectar) y MIX B (preparacion del agente transfectante) de forma independiente
con los componentes que se definen en la tabla 21 previamente descongelados a TA'y

mezclados por agitacion fuerte (tipo vortex) para su homogenizacion.

Tabla 21. Composicion de las Mix realizadas para la transfeccion celular

REACTIVO COMPUESTO DESCRIPCION CONCENTRACION
MIXA Optimem Medio éptimo para realizar la transfeccion 1,5mL
PAXUASg-tk-luc  Pldsmido con Firefly luciferasa 5ug
pRL-CMV Plasmido con Renilla luciferasa 50 ng
Plus Reagent Compuesto que facilita la transfeccion 15 uL
pPM-hPPAR (acoy) Pldsmidos de interés (PPARa o y) 1ug
MIXB  Optimem Medio dptimo para realizar la transfeccion 1,5mL
lipofectamina Vehiculo de transfeccion 30 pL

Posteriormente se afiadié el Mix A al Mix B y la mezcla resultante se incubd 30 minutos
a TA. Transcurrida la media hora, se anadié 1.2mL de Optimem a la mezcla anterior y

se homogenizé por agitacion fuerte (votex), el volumen total de esta mezcla se
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sustituyo por el medio de cultivo celular y se incubaron las células 4 horas en ambiente
controlado. Transcurrido este tiempo se continud con el protocolo de estimulacién de

PPAR’s.

Estimulacion de PPAR’s

El objetivo de este estudio fue el de analizar si los compuestos estudiados en esta Tesis
(isoflavonas y EGCG) presentaban capacidad ligante, a concentraciones fisioldgicas,
sobre los PPAR’s por lo que una vez realizada la transfeccién con los plasmidos de
interés se trataron las células con dichos compuestos. Como control positivo se
utilizaron: el compuesto GW7647, descrito como ligante especifico de PPAR a, a
concentraciones 0,1; 1 y 10 nM y Troglitazona, descrita como ligante especifico de

PPAR Yy, a concentraciones 0.,1; 1y 5 uM.

Tanto los compuestos fruto de estudio como los controles positivos se prepararon en
el medio especifico para el cultivo de células FAO y se distribuyeron a razén de 50 L
por pocillo en una placa ELISA, repitiendo cada tratamiento un minimo de 5 veces.
Posteriormente se resuspendieron las células transfectadas y se normalizaron a una
concentraciéon de 6*10° células/mL de la cual se afiadié 50 pL por pocillo a la placa
ELISA previamente preparada con los tratamientos. Por ultimo se incubaron las células
24 horas en ambiente controlado. Al dia siguiente se estimo el grado de activacion de

los PPAR a y y mediante un ensayo luciferasa como se describe a continuacién.

Ensayo Luciferasa

Este ensayo se realizd usando el kit comercial dual luciferase system (Promega, MO,
EE.UU.) que se fundamenta en la lectura de la fluorescencia de las luciferasas incluidas
en los plasmidos transfectados con la particularidad de que la activacién de Renilla
presente en el plasmido utilizado como control interno (pRL-CMV) inhibe (quenchea) la
fluorescencia de la Firefly presente en los plasmido con los genes de interés. Cada
luciferasa se activa con un reactivo especifico provisto en el kit. En primer lugar se
mide la fluorescencia de la Firefly excitada por el reactivo LARIl y posteriormente el de
la Renilla con el reactivo STOP and GLO. Para realizar este ensayo se siguieron las

recomendaciones del fabricante que se resumen a continuacion.
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En primer lugar se descongelaron los reactivos LARIl y STOP and GLO a TA. Mientras
tanto, se lavaron las células fruto del protocolo anterior, con 150 uL de PBS por pocillo
con el fin de eliminar el medio de cultivo con los tratamientos para que no interfieran
en la lectura de la fluorescencia de la muestra. Se eliminé completamente el PBS, se
afiadieron 25uL/pocillo del tampdén de lisado celular provisto en el kit y se agité la

placa a velocidad moderada durante 15 minutos y a 252C.

Por ultimo se colocd la placa en el luminédmetro LUMIstar OPTIMA (BGM labtech, Tokio,

Japon) y se realizo las lecturas de fluorescencia.

Estimacion del ratio ADP/ATP

Para hacer este andlisis se utilizé el kit comercial ApoSENSOR ADP/ATP Ratio Assay Kit
(ref. k255-200 de BioVision, Milpitas, CA, EE.UU.) siguiendo las recomendaciones del
fabricante y que se resumen a continuacién. En primer lugar la obtencion de las
muestras se realizd como se ha descrito en el correspondiente apartado. A estas
muestras se les afiadié 100uL de tampdn NR del kit y se incubaron durante 5 minutos a

TA y en agitacidn constante.

Para la medida de los niveles totales de ATP en las muestras se afiadié 1 pl del reactivo
ATP Monotoring Enzime y se midid la luminiscencia en menos de un minuto (dato A).
Se realizé una segunda medicién al cabo de 10 minutos (dato B). La medicién del ADP
se realizo anadiendo al medio 1ul del reactivo ADP Converting Enzime y se midid la
luminiscencia en menos de un minuto (dato C). Por ultimo se calculd el ratio ADP/ATP

aplicando el siguiente formula:

Dato C—-dato B
Ratio ADP/ATP =

Dato A
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Analisis estadistico

Como prueba estadistica para la valoracion de las diferencias entre las medias de los
grupos experimentales se utilizé una analisis de la variancia (ANOVA) de una via
comprobando previamente la normalizacién y la igualdad de las variantes entre grupos.
El nivel minimo de significacion fue de 0.05 en todas las comparaciones y el grado se
significancia obtenido se representé graficamente con * en el caso de p<0.05 o ** en el
caso de que la p<0.01. Los parametros y las pruevas estadisticas se realizaron con el

programa SPSS Stadistics 17.0 (Inc. Chicago, IL, EE.UU.)
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Estudio in vitro de las vias moleculares de actuacion de las
isoflavonas como moduladoras del metabolismo energético

Son muchos los estudios clinicos que demuestran efectos beneficiosos derivados del
consumo de soja en pacientes con SM. Por su parte, se han publicado trabajos en los
gue se intenta explicar los mecanismos moleculares por los cuales, diferentes
compuestos bioactivos presentes en la soja, en especial las isoflavonas, aportan los
efectos beneficiosos sobre el control del metabolismo energético. Aunque la mayoria
de estos trabajos se han realizado tanto en modelos in vivo como in vitro, la
extrapolacion de los resultados al ambito de la alimentacién funcional se presenta
limitada debido, por una parte, a que las concentraciones de isoflavonas utilizadas en
la mayoria de estos trabajos se encuentran muy por encima de las concentraciones
plasmaticas medidas en individuos que ingieren soja de forma habitual, por lo que los
fendmenos descritos serian atribuibles mas bien a nivel farmacoldgico que al dietario.
Por otra parte, son muy escasos los estudios que se realizan en modelos celulares
insulinorresistente, por lo que los resultados obtenidos poco se pueden relacionar con
mejorias en situacién de SM, ya que principalmente se caracteriza por una disminucién

de la sensibilidad insulinica.

Con intencion de aportar conocimientos que ayuden a entender los fendmenos
asociados al consumo de soja en las condiciones fisiopatologicas del SM se planted una
de las lineas de investigacion de esta Tesis en la que se estudiaron las vias moleculares
y los efectos metabdlicos atribuibles directamente a las isoflavonas derivadas de la
ingesta de soja. Para ello, se realizaron una serie de estudios in vitro en los que se tuvo
en cuenta la biodisponibilidad de las isoflavonas en humanos y sus efectos en los
principales tejidos diana de la accion insulinica como son: el musculo esquelético, el
tejido adiposo y el tejido hepdtico. Con este fin, se utilizaron las lineas celulares

miotubos L6, adipocitos diferenciados 3T3-L1 y hepatocitos FAO.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos durante la elaboracion de este
apartado de Tesis y la discusion de los mismos que ayudara a entender tanto la linea

de actuacion seguida como la interpretacion de los resultados obtenidos.
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Efectos de las isoflavonas a nivel de musculo esquelético: modelo de miotubos L6

Validacion del modelo

La ATCC (American Type Culture Collection) dispone de varias lineas celulares, como:
NOR-10, BLO-11, BC3H1, L8, H9c2 (2-1), G-7, C2C12, o L6, que pueden ayudar a
estudiar diferentes caracteristicas del musculo esquelético. Debido a que el objetivo
principal de esta Tesis es el estudio del metabolismo celular se eligié la linea L6, por
estar muy referenciada en la bibliografia para el estudio del metabolismo del musculo
esquelético (Mandel, Pearson 1974, Richler, Yaffe 1970, Yaffe 1968, Osawa et al. 199643,
Osawa et al. 1996b). Antes de profundizar en su estudio se realizaron una serie de

experimentos para poner a punto el modelo.

Validacién Morfolégica

Unas de las principales caracteristica morfoldgicas de las fibras musculares es que son
células cilindricas y multinucleadas, estadio al que se llega después de la diferenciacion
de los mioblastos L6 siguiendo el protocolo que se describe en el correspondiente

apartado de la seccidn de materiales y métodos y mostrado en la siguiente figura.

Figura 16. Cambios fenotipicos durante la diferenciacion de mioblastos L6 a miotubos L6. A: imagen
representativa (10X) de la siembra celular, B: imagen representativa del momento del comienzo de la
diferenciacion o dia cero, que corresponde con un 70% de confluencia. C: imagen representativa (40X)
de la situacion morfoldgica en el momento de la aplicacion de los tratamientos, que corresponde a 7
dias en condiciones de diferenciacion.
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En la serie de imagenes de la figura 16 se pueden apreciar los cambios fenotipicos que
presentan el modelo celular de mioblastos L6 desde el momento de la siembra (figura
16A) hasta la formacién de los miotubos (Figura 16 C). En la figura 16B se representa el
estadio fenotipico en el que se encuentran las células en el dia cero, definido como tal

el dia que se comienza el proceso de diferenciacion.

En la figura 16C se aprecia la conformacion cilindrica de las células, pero no esta tan
claro que dentro de estas estructuras se encuentren varios nucleos. Para comprobar
este fenotipo se realizé una inmunotincidon cuyo resultado se presenta en la siguiente

figura.

Figura 17. Caracterizacion morfoldogica multinuclear del modelo de miotubo diferenciado L6.
A: Tincidn de nucleos con DAPI. B: Inmunotincion de mitocdndrias D: interseccion de ambas imdgenes,
donde se aprecia la formacion del miocito.

La superposicion de las imagenes de tincién nuclear (Figura 17 A) con las de tincién de
mitocdndrias (Figura 17 B) demuestra que las células generadas durante el proceso de
diferenciaciéon también son multinucleares (Figura 17 C), de esta se comprueba la

validez fenotipica del modelo.

A parte de comprobar que fenotipicamente el modelo elegido, sometido a procesos de
diferenciacién durante 7 dias, presenta una morfologia comparable a la de la fibra
muscular, es necesario corroborar que también lo es su fisiologia. Esta aceptado por la
comunidad cientifica que el musculo esquelético es un tejido sensible a la accion de la

insulina asi que se quiso comprobar si también lo era el modelo celular elegido.
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Validacion Molecular: via de sefalizacion insulinica.

Esta ampliamente descrito que la union de la insulina a su receptor especifico (IR),
desencadena la transduccién de sefial insulinica en diferentes tejidos (Pessin, Saltiel
2000; Kruger et al. 2008). A nivel molecular, este efecto se ve reflejado en cambios en
el estado de fosforilacion de diferentes proteinas clave de la via como, por ejemplo, de
la AKT. La estimulacion insulinica activa la fosforilacion de esta quinasa en sus residuos
Ser*”? y Thr’® (Taniguchi, Emanuelli & Kahn 2006) por lo que se puede estimar la
activacion de la via insulinica por el anadlisis de la fosforilacién de estos residuos. En
este contexto, se quiso comprobar si el modelo diferenciado presentaba
insulinosensibilidad estimada por un incremento de la fosforilacion de esta quinasa
dependiente de insulina para lo que se estimularon los miotubos diferenciados
durante 10 minutos con insulina 100 nM (Figura 18). A parte, también se quiso
comprobar los posibles efectos sobre esta via dependientes de tratamientos con
daidzeina, equol y genisteina para lo que se trataron las células con estas isoflavonas

durante el mismo tiempo y momento que la insulina.

A B

[y
a1
o

Insulina (100nm) = AKT-Ser
idzei| B u AKT-Tht *
Daidzeina (um) 01 1 2 .
£100 z I
PAKT (Ser ) | sememmess|
p'AKT (Thr 308) | — — | ',': 50 1
= **
AKT H é L .
cTL INS D01 ID1
C D
Insulina (100nm) 0] makTser
2 B AKT-Thr
Equol (uM) 01 1 1\"_100 | . T T
P-AKT (Ser ) [ Siuba——
p-AKT (Thr3oe) | ] £
a *%
AKT -—.—-—I ;: 0] T
CTL INS IEOQ,1 IE1

148



Resultados y discusion

Insulina (100nMm) .

. , ElZO B AKT-Ser
Genisteina (um) 01 1 2 B AKT-Thr - T T

x

p-AKT (Ser73) | === =] o0

p-AKT (Thr30s) | o o | &
o

AKT | | 2 *%
g2 o) =——=
CTL INS 1G0,1 1G1

Figura 18. Efectos de daidzeina, equol y genisteina sobre la fosforilacién de AKT en miotubos L6.
A/C/E: imdgenes representativas de la inmunodeteccion de miotubos estimulados con Insulina 100nM,
daidzeina, equol y genisteina a 0.1 y 1uM. La deteccidn tanto de las fosforilaciones de AKT en la ser”? y
en la Thr’® como de las concentraciones totales de AKT fue realizada por la técnica de WB. B/D/F:
Andlisis densitométrico de la proteina fosforilada normalizada por la concentracién total de la misma.
Los valores se muestran como la media * la DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al control). En el eje de
ordenadas se indican los tratamientos de las muestras analizadas donde CTL: muestras tratadas con
vehiculo (DMSO), INS: con insulina 100nM, D: daidzeina, E: Equol, G: Genisteina, 0.1 y 1 concentracion
uM de isoflavonas.

En la figura 18 se puede comprobar como los miotubos L6 diferenciados presentan un
importante incremento de la fosforilacién de AKT tanto en la Ser*”® como en la Thr*®%,
dependiente de insulina. A tenor de los resultados, se puede aseverar que el modelo

elegido presenta sensibilidad a la insulina.

Por su parte, el efecto de las isoflavonas sobre la estimulacidon insulinica es
dependiente del residuo de AKT analizado. No varian de forma significativa la
fosforilacion de AKT en Ser’’?, aunque tratamientos con daidzeina 0,1 pM y con
genisteina 1 UM si que resultan en un incremento de la fosforilacion de AKT en su
Thr3%. Este fendmeno sugiere que ambas isoflavonas podrian presentar efectos
especificos sobre PDK1 ya que es la quinasa responsable de la fosforilacion de AKT en
Thr%. En este sentido, estacar los resultados obtenidos por Joy y colaboradores que
sugieren que la daidzeina, equol y genisteina son capaces de estimular la fosforilacion
de AKT en la Ser*” (Joy et al. 2006), si bien es cierto que este potencial es sugerido por
la capacidad de estas isoflavonas en estimular la produccion de NO en células

endoteliales, y que sélo es corroborado en el caso del equol.
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Independientemente de esta disyuntiva y debido a que para la transduccion de la sefial
insulinica se requiere la activacién total de AKT en los dos residuos (Taniguchi,
Emanuelli & Kahn 2006) se puede decir que, de forma general, las isoflavonas a
concentraciones 0.1y 1 uM no aportan un incremento significativo al causado por la

insulina sobre la activacion total de AKT en miotubos L6.

Aunque se han comprobado el posible efecto de las isoflavonas en la fisiologia
“ ” 7 . , . .

normal” de las células, es interés de esta Tesis el efecto de las isoflavonas en contexto
de Rl para poder estimar su efecto preventivo sobre el SM. Una vez corroborado el
modelo en cuanto a parametros de sefializacion insulinica, se quiso poner a punto un
modelo representativo de la fisiopatologia del SM que se caracteriza por una
deficiente transduccién de sefial insulinica (Lann, Gallagher & Leroith 2008) es decir,

por presentar cierto grado de RI.

Modelo de miotubos L6 insulinorresistentes

Para poner a punto el modelo de Rl se testaron diferentes compuestos susceptibles de
interferir en la sefializacidn insulinica con son el factor de necrosis tumoral a (TNFa), la
ceramida 2 (C2), palmitato (Palm) o H,0, generado por glucosa oxidasa (GOX) en

presencia de glucosa.

Una vez obtenidos los miotubos diferenciados, se realizd una deprivacién de suero
durante 3,5 horas y posteriormente se incubaron los miotubos durante 30 minutos con
TNFa (40 ng/mL), C2 (50 uM), Palm (2 mM) y Glucosa/GOX (100 mU/mL). La pérdida
de eficiencia de transduccion de sefial debida a estos compuestos se valord por la
cuantificacion de la pérdida de fosfoliracion no sélo de AKT sino que también de ERK 1
y 2, proteinas descritas como claves para la valoracion de la transduccion de sefal
inducida por la insulina (Taniguchi, Emanuelli & Kahn 2006). Para ello, transcurrida la
media hora con la incubacion de los inductores de Rl se estimularon las células durante
10 minutos con insulina, transcurrido este tiempo se realizd la recogida de lisados
celulares como se describe en el correspondiente apartado de materiales y métodos y
se analizaron los resultados por WB obteniendo las imagenes que se muestran en la

siguiente figura (Figura 19).
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Figura 19. Efectos del TNFa, ceramida 2, palmitato y glucosa oxidasa como inductores de
insulinorresistencia.

limdgenes representativas de la inmunodeteccion de AKT (A) y ERK 1 y 2 (B) de miotubos incubados
durante media hora con TNFa 40ng/mlL, Ceramida (€2) 50uM, Palmitato (PAL) 2mM y Glucosa Oxidasa
(GOX) 100mU/mL y posteriormente con Insulina (INS) 100nM durante 10 minutos. La deteccidn tanto de
las proteinas fosforiladas como de las totales fue realizada por la técnica de WB. B/D: Andlisis
densitométrico de la proteina fosforilada normalizada por la concentracion total de la misma. Los
valores se muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 ** p<0,01 en referencia al grupo INS).

La estimulacién de los miotubos L6 con insulina resulta en un considerable incremento
de la fosforilacién tanto de AKT (Figura 19 A y B) como de las ERK’s (Figura 19 Cy D).
Dicho efecto se ve revertido con la preincubacién de todos los inductores de R
testados (Figura 19), aunque sélo muestran diferencias significativas los tratamientos
con C2 (50 uM) y con Palm (2 mM). Debido a que las mayores diferencias significativas
se obtuvieron con los tratamientos con C2 se eligid este compuesto como inductor de

Rl en miotubos L6 para los sucesivos experimentos.

En conclusidn, el modelo elegido se comporta de manera similar al miotubo tanto en
condiciones fisioldgicas normales, ya que la insulina estimula la fosforilacion de las
quinasas claves de la via de transduccion de la sefial, AKT y ERK 1/2, como en
condiciones de resistencia a la insulina debido a la pérdida significativa de Ia
fosforilacién inducida por la insulina por parte de todos los inductores de Rl testados.
Puesto a punto el modelo, se paso a comprobar los efectos de la isoflavonas en

situacion de IR.
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Efectos moleculares de las isoflavonas en miotubos L6 insulinorresistentes.

Para realizar este estudio se quiso comprobar si las isoflavonas eran capaces de
revertir el efecto inhibitorio que causa la preincubaciéon con ceramida, sobre las
quinasas AKT y ERK1/2. Ademas, se quiso comprobar si existia un componente dosis
dependiente tanto en los tratamientos con las isoflavonas como en la estimulacién de

la insulinorresistencia con ceramida.

AKT

Como se puede apreciar en la Figura 20, la adicién de ceramida a concentraciones 25y
100 pM, durante dos horas previas a la estimulacion con insulina, resulta en un

descenso de la fosforilacion, estimulada por insulina, de esta quinasa tanto en la Ser*”

308

como en la Thr™". Este componente dosis dependiente sugiere a la posibilidad del

estudio de diferentes grados de Rl mediados por la ceramida.

Por su parte, las isoflavonas son capaces de revertir los efectos del tratamiento con
ceramida 25 pM, especialmente la daidzeina (p> 0,01; Figura 20 B) tanto a 0,1 como a
1uM. En cuanto a los tratamientos con altas dosis de ceramida (100 uM), el efecto de
reversion de las isoflavonas desaparece, sobretodo con los tratamientos a 0,1 uM
(Figura 20). En este grupo, es destacable el efecto de la daidzeina ya que, a
concentraciones de 1 uM, revierte de forma significativa la inhibicion de fosforilacion

inducida por la ceramida.
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Figura 20. Efectos de daidzeina, equol y genisteina sobre la fosforilacion de AKT en miotubos L6 en
situacion de RI.

A/C/E: imdgenes representativas de la inmunodeteccion de miotubos Rl tratados con Insulina (INS)
100nM, Ceramida (C2) 25y 100uM; daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a 0.1 y 1uM. La deteccion
tanto de las proteinas fosforiladas como de las totales fue realizada por la técnica de WB. B/D/F:
Andlisis densitométrico de la proteina fosforilada normalizada por la concentracion total de la misma.
Los valores se muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 ** p<0,01 en referencia al grupo control).

ERK1y 2.

De forma similar a la que se acaba de presentar en los resultados sobre AKT, la
preincubacién de miotubos L6 con ceramida inhibe la fosforilacion que aporta la
insulina sobre las ERK (Figura 21). Dicho efecto es revertido de forma significativa por
parte de todas las isoflavonas a excepcidn del tratamiento con equol a 0,1 uM (Figura
21). Cabe resaltar que las mayores diferencias se observan con los tratamientos con
daidzeina 0,1 uM vy genisteina 1 UM, condiciones a las cuales la reversidon del efecto de
la ceramida es practicamente total, alcanzando unos niveles equiparables a los

obtenidos en la situacidon de referencia.
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Figura 21. Efectos de daidzeina, equol y genisteina sobre la fosforilacion de ERK 1y 2 en miotubos L6
en situacion RI.

A: imdgenes representativas de la inmunodeteccion de miotubos Rl tratados con Insulina (INS) 100nM,
Ceramida (€2) 25y 100uM; daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a 0.1 y 1uM. La deteccion tanto de
las proteinas fosforiladas como de las totales fue realizada por la técnica de WB. B: Andlisis
densitométrico de la proteina fosforilada normalizada por la concentracion total de la misma. Los
valores se muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 ** p<0,01 en referencia al grupo control).

Debido a los resultados mostrados se puede afirmar que las isoflavonas daidzeina,
equol y genisteina a dosis fisiologicas y en condiciones de RI, son capaces de estimular
la actividad de tanto de AKT como de ERK1 y 2. Sin embargo, sélo con estos resultados
no se puede aseverar que este fendmeno este mediado por la activacion del receptor
de la insulina, ya que ambas quinasas, aun siendo claves en la transduccion insulinica,
no son exclusivas de este proceso y pueden ser activadas por otros estimulos. A modo
de ejemplo, AKT puede ser activada por el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) o el factor de crecimiento epidérmico (EGF)(Liao, Hung 2010). Por su parte
ERK1 y 2 pueden ser activados por cualquier compuesto mitogénico (Cargnello, Roux
2011). Una buena estrategia para resolver si los efectos de las isoflavonas vienen
mediados por acciones directas sobre la via insulinica es realizar el estudio de otras de
las proteinas involucradas en esta via. Con este fin se estudiaron los posibles efectos
de las isoflavonas en proteinas Upstream y Downstream de la via cuyos resultados se

presentan a continuacion.
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Efectos Upstream: IRS1

El sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1) presenta una regulacion compleja debida,
entre otras caracteristicas, a que presenta muchos residuos susceptibles de ser
fosforilados (Zick 2005). Sin embargo se eligié esta proteina para el estudio Upstream
debido a que es el punto de la transduccion de la sefial insulinica a partir del cual la via

se bifurca hacia la via del AKT o de las MAPK.
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Figura 22. Efectos de la daidzeina, equol y genisteina sobre la fosforilacion de IRS1 en miotubos L6 en

situacion normal y de RI.

A: imdgenes representativas de la inmunodeteccion de miotubos Rl tratados con Insulina (INS) 100nM,
Ceramida (€C2) 25 uM; daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a 1uM. La deteccion tanto de la
fosforilacion de IRS1 en la ser®™ como de la actina fue realizada por la técnica de WB. B: Andlisis
densitométrico de la proteina fosforilada normalizada por la concentracion total de actina. Los valores se

muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo control).

Comparado con el vehiculo, los miotubos L6 tratados con insulina muestran un
incremento significativo de la fosforilacién de IRS-1 en la serina 612 (Ser®'?) (Figura 22).
Este fendmeno aporta robustez al empleo de este modelo para el estudio metabdlico

de miotubos estimulados con insulina.
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En situacion normal, la preincubacion durante 10 minutos con insulina y las isoflavonas
no aporta diferencias significativas respecto a la estimulacién sélo con insulina. Sin
embargo, cuando se adiciona ceramida al sistema, tanto el equol como la genisteina a

concentraciones 1 puM, son capaces de revertir el efecto del inductor de RI.

En relacidn a los efectos sobre la activacion de IRS1 estimada por la fosforilacion de su
residuo Ser®'? se puede afirmar que, aunque parece que las tres isoflavonas revierten
el efecto de la perdida de sefializacion por ceramida, sélo denotan cambios
significativos el equol y la genisteina. Cabe la pena comentar que el hecho de que no
se hayan encontrado diferencias significativas con tratamientos con daidzeina puede
ser debido a una mayor variabilidad de los datos en la reproducibilidad del los
experimentos, fendmeno que se puede ver reflejado en las barras que representan la

desviacion tipica de la figura 22 B.

Efectos Downstream: AS160

Existen proteinas Upstream compartidas tanto por la via AKT como la de ERK1/2, sin
embargo, la divergencia de estas vias que se hace cada vez mas evidente conforme se
va transducciendo la sefial, hace muy dificil la presencia de una proteina Downstream
comun. Debido a esta situacién se eligio el estudio de una proteina Downstream que
estuviese vinculada directamente con el metabolismo energético celular, objetivo
principal de esta Tesis. En este sentido, se analizd el sustrato de AKT de 160 kDa, la
AS160 (del ingles AKT Substrate of 160 kDa) muy vinculada con el metabolismo

energético como se comenta a continuacion.

La activacion de AKT gobierna la disociacion del heterodimero formado por las
proteina Rab GTPasa y AS160, por fosforilacién de AS160 en la Thr®* (Sano et al. 2003).
Este fendmeno origina la liberacion de Rab-GTPasas implicadas en la reorganizacion
del citoesqueleto que se requiere para la translocacion del transportador de glucosa
GLUT4 del citosol hacia la membrana plasmatica (Larance et al. 2005) incrementando

asi la captacidén de glucosa neta.
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Debido a lo que se acaba de comentar, parece evidente la relacidon directa entre el
incremento de la fosforilacion de AS160 y el de la captacion de glucosa. Asi que se
realizo un ensayo para valorar si las isoflavonas presentaban capacidad de modular la
fosforilacion de AS160 en situacion de RI, cuyos resultados se presentan a

continuacion.
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Figura 23. Efectos de la daidzeina, equol y genisteina sobre la fosforilacion de AS160 en miotubos L6
en situacion de Rl.

A: Imdgenes representativas de la inmunodeteccion de AS160 y de su fosforilacion en la Thr®* en
miotubos Rl tratados con insulina (INS) 100 nM, Ceramida (C2) 25 uM; daidzeina (D), equol (E) y
genisteina (G) a 1 uM. La deteccion tanto de la fosforilacion de AS160 como de la concentracion total fue
realizada por la técnica de WB. B: Andlisis densitométrico de la proteina fosforilada normalizada por la
concentracion total de la misma. Las diferencias entre grupos valores se muestran como la media + DE
(n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo C2).

Tanto los tratamientos con daidzeina como con equol presentan un incremento

significativo de la fosforilacién de AS160 en su Thr®*

respecto a la situacion de
referencia (C2) (Figura 23). Sin embargo, los tratamientos con genisteina 1 uM, aunque
se insinda un ligero incremento, no revierten el fenotipo ofrecido por la ceramida en
miotubos L6 diferenciados. Sin embargo un estudio reciente realizado también en
cultivo in vitro de miotubos L6, demuestra que la genisteina favorece el incremento de
la captacion de glucosa mediante la estimulacién de la translocacién de GLUT4 (Ha et
al. 2011). Si bien es cierto que las concentraciones utilizadas son de hasta dos 6rdenes
de magnitud superiores (10 y 100uM) a las utilizadas en esta Tesis (0,1 y 1 uM). En
cualquier caso, se puede afirmar que, en situacion de Rl, el efecto de las isoflavonas

sobre la activacién de AKT (Figura 20) se reproduce sobre la fosforilacion de AS160

(Figura 23).
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Aunque como se ha comentado anteriormente, se puede sugerir una estimulacién de
la translocaciéon de GLUT4 a la membrana plasmatica por un incremento de la
fosforilacion de AS160, se quiso comprobar si funcionalmente los miotubos R
presentan una mayor incorporacion de glucosa dependiente de tratamientos con las
isoflavonas. Con este fin, se estimd la captacién de glucosa como se describe en
materiales y métodos, por medio del compuesto 2-NBDG, un andlogo fluorescente de

la glucosa (Zou, Wang & Shen 2005).
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Figura 24. Efectos de daidzeina, equol y genisteina sobre la captacion de 2-NBDG.

Andlisis densitométrico de la captacion de 2-NBDG estimulado por Insulina (INS) 100nM, daidzeina (D),
equol (E) y genisteina (G) a 1uM y en condiciones de Rl inducida por Ceramida (C2) 25 uM. Los valores
se muestran en porcentaje frente a la situacion control (CTL) como la media * la DE (n>3) (* p<0,05 en
referencia al grupo C2)

Kae Won Cho et al., demostraron que tratamientos crénicos (5 dias) con daidzeina y
con equol a dosis fisioldgicas, incrementaban la captacién de glucosa a la célula debido
a que estimulaban la expresion del mMRNA de GLUT4 (Cho et al. 2010). Acorde con estos
resultados, en este trabajo se ha demostrado que tratamientos agudos con daidzeina
y equol son capaces estimular la fosforilacion de AS160 en miotubos situacién de Rl
(Figura 23) lo que sugiere un efecto directo sobre el incremento de la captacion de

glucosa también a corto plazo, hecho que se comprueba en la figura 24.

Por su parte, los efectos de la genisteina no estdn del todo claros en cuanto al

incremento de la captacion de glucosa. A tenor de los resultados mostrados en la
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figura anterior, no se puede sugerir que la genisteina estimule la captacion de glucosa
en condiciones de Rl via AS160, sin embargo un estudio reciente realizado en el mismo
modelo in vitro de miotubos L6, demuestra que la genisteina estimula la translocacion
de GLUT4 y consecuentemente la captacion de glucosa (Ha et al. 2011). Si bien es
cierto que este estudio no se hizo en condiciones de Rl y las concentraciones a las que
se demostraban estos efectos se situaban entre 30 y 50 pM. Este resultado podria
sugerir que el efecto de la genisteina sobre la estimulacién de la captacién de glucosa
via AS160 tuviera lugar a dosis altas, pero esta afirmacion tampoco es del todo
correcta ya que esta descrito que a concentraciones entorno a 100 uM la genisteina
inhibe la translocacion de GLUT4 (Al-Nakkash et al. 2010, Bazuine, van den Broek &
Maassen 2005).

Con el fin de ahondar en los mecanismos de accion por los cuales las isoflavonas

ofrecen estos resultados, se realizaron los estudios que se comentan a continuacién.
Mecanismos de accion de las isoflavonas

Basandose en la similitud estructural entre las isoflavonas y los estrégenos, varios
trabajos han descrito la capacidad de las isoflavonas para activar receptores
estrogénicos, tanto a como R, y con ello de desencadenar mecanismos similares a los
de los estrogenos (Martin et al. 1978, Wang, Sathyamoorthy & Phang 1996, Knight,
Eden 1996). Este hecho, junto con el que existan diferencias notables en cuanto a la
expresion de estos receptores dependientes de tejido (Couse et al. 1997) ha sugerido
efectos de las isoflavonas tanto estrogénicos como antiestrogénicos, en funcién de

tejido (Dang 2009).

En el musculo esquelético, se han descrito un incremento de la sensibilidad insulinica
dependiente de estrogenos, (Livingstone, Collison 2002). También se ha demostrado
que la sefalizacidon estrogénica resulta en un incrementos de la captacion de glucosa
(Greising et al. 2009). Sin embargo los mecanismos por los cuales los estrogenos

regulan el metabolismo en este tejido se encuentran aun bajo estudio.
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Con estos antecedentes se quiso comprobar si los efectos moleculares debidos a
tratamientos con isoflavonas estaban relacionados con la estimulacién de receptores
estrogénicos en el modelo celular de estudio. Para este fin se disefio una serie de
experimentos similares a los anteriores, en los que se preincubaron los miotubos con

Fulvestrant, un inhibidor de receptores estrogénicos.

Implicacion del receptores estrogénicos
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Figura 25. Efectos del fulvestrant sobre la fosforilacién de AKT en la Ser’” inducida por daidzeina,
equol y genisteina en miotubos RI.

Los miotubos fueron estimulados durante 10 minutos con Insulina (INS) 100nM, daidzeina (D), equol (E)
y genisteina (G) a 1uM y en condiciones de Rl inducida por Ceramida (C2) 25 uM. Previamente se
inhibieron los receptores estrogénicos mediante la accion del fulvestran (F) (100uM) 30 minutos antes
de la estimulacion. Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacion control (CTL) como la
media + la DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo CTL)

Los resultados representados en la figura (Figura 25) anterior muestran que el
fulvestrant es capaz de anular, alcanzando practicamente niveles basales, la reversion
de la fosforilacion de AKT en la Ser®”® inducida por las isoflavonas en situacién de RI.
Este resultado indica que el efecto de las isoflavonas esta mediada en parte por
receptores estrogénicos, que se hace palpable sobretodo en el caso de la daidzeina

(Figura 25 A) y genisteina (Figura 25 C).
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Aungue se denota esta misma tendencia en el caso del equol, no se encontraron
diferencias significativas. Debido a que el efecto del equol no queda del todo
justificado que esté mediado por la activacidon de receptores estrogénicos, se quiso
ahondar en el mecanismo por el cual esta isoflavona es capaz de estimular Ia

fosforilacion de AKT.

Implicacion de la 6xido nitrico sintetasa.

Existen estudios en los que se demuestra que el efecto protector atribuido a
determinados polifenoles, como el resveratrol, es debido a la capacidad que presentan
sobre la estimulacién de la produccion de NO por activacion directa de la dxido nitrico
sintetasa (NOS) (Bradamante et al. 2003, Thirunavukkarasu et al. 2007). Se sabe que
existe una relacion directa entre la producciéon de NO y la activacion de AKT (Li,
Elsasser & Kahl 2009) de hecho se ha descrito que la acciéon de determinados
polifenoles puede estar mediado via AKT-eNOS (Hattori et al. 2002, Wallerath et al.
2002). Debido a estas premisas, se hipotetizd que el efecto del Equol sobre la
fosforilaciéon de AKT podria estar mediado por la estimulacion de la produccién de NO.
Para corroborar esta hipotesis se realizaron una serie de experimentos analogos a los
anteriores en los que se estudid la posible funcién de la eNOS sobre la fosforilacién de
AKT mediada por el equol. Para ello se utilizd el compuesto Nw-nitro-L-arginina-metil-
ester (L-NAME), descrito como inhibidor de la eNOS (Furfine et al. 1993) y un isémero
no inhibitorio de la eNOS (D-NAME) como control. Los resultados de estos

experimentos se muestran a continuacion.

INS (100nM)
C2 (25uM)
D-NAME  L-NAME
Equol (1uM) + + +
N — — o — — o —

p-AKT (Ser 473)

Figura 26. Imagen representativa de la inmunotincion de AKT en miotubos L6 diferenciados con RI.

Los miotubos se estimularon durante 4 horas con L-NAME y D-NAME en medio sin suero, al cabo de 2
horas se afadié al sistema la Ceramida (C2) 25 uM para crear el modelo de Rl y a las dos horas
siguientes las células fueron estimuladas durante 10 minutos con Insulina (INS) 100nM y equol (E) 1uM.
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Figura 27. Andlisis densitométrico de los efectos de la inhibicién de la NOS sobre la fosforilacion de
AKT estimulada por equol.

Los miotubos se estimularon durante 4 horas con L-NAME y D-NAME en medio sin suero, al cabo de 2
horas se afadié al sistema la Ceramida (C2) 25 uM para crear el modelo de Rl y a las dos horas

siguientes las células fueron estimuladas durante 10 minutos con Insulina (INS) 100nM y equol (E) 1uM.

El andlisis densitométrico se realizé de la intensidad de AKT ( Ser473) normalizada por la intensidad de

AKT total obtenidos WB. Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacion control (INS) como la
media + la DE (n>3) (* p<0,05y **p<0.01 en referencia al control de cada grupo siendo CTL el del grupo
A; C2elde B, C2+D-NAME el de Cy C2+L-NAME el de D)

Como se puede observar en la figura 27, la estimulacién con insulina aporta un

473 en miotubos L6 (Figura 27

incremento significativo de la fosforilacion de AKT en Ser
A). La incubacidn previa con C2 resulta en la inhibicidon de esta fosforilacidon y este
efecto es revertido con tratamientos de equol (Figura 27 B). En cuanto a los
tratamientos con D-NAME (Figura 27 C), aunque se aprecia una ligera disminucién de
valores respecto a la seccién B, se puede decir que la relacion entre tratamientos en
ambos casos es muy similar, de hecho en estas dos secciones existen diferencias
significativas atribuibles al efecto del equol. Sin embargo, estas diferencias
significativas no tienen lugar en el caso de la seccion D. El hecho de que la Unica
variante sea la sustitucion de D-NAME por L-NAME, isoforma inhibitoria de la NOS,

sugiere que el efecto protector que aporta el equol en el musculo esquelético puede

estar en parte mediado por una estimulacién de los niveles basales de NO.
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Efectos funcionales de las isoflavonas sobre el modelo de Rl de musculo esquelético

Como se ha comentado en la introduccion uno de los problemas que derivan de la Rl
es el exceso de glucosa circulante llegando a niveles considerables como tdxicos a largo
plazo para el organismo por lo que tratamientos que ayuden a regular la glucemia se
presentan importantes para combatir el SM. Hasta el momento, se ha demostrado que
las isoflavonas a concentraciones dietarias y en condiciones de Rl son capaces de
estimular, no sélo las vias de activacion insulinica sino que también la captacion de
glucosa por parte del musculo esquelético. Teniendo en cuenta que el musculo
esquelético es el responsable del 75% de la incorporacion de glucosa dependiente de
insulina (Henriksson 1990, Barros, Gustafsson 2011) los fenédmenos que se han descrito

en esta Tesis parecen mads que prometedores en la prevencién del SM.

A parte de corroborar un incremento de la captacién de glucosa se quiso saber el
efecto de las isoflavonas sobre la via que sigue la glucosa una vez incorporada por
células muscular que presenten la situacion fisiopatologica de RI. Por este motivo se

planteo el estudio del flujo glicolitico.

Estimacion del flujo glicolitico

De forma general, una vez incorporada por la célula, la glucosa es fosforilada por la
accion de las hexoquinasas y posteriormente puede ser almacenada en forma de
glucégeno u oxidada a piruvato por glucélisis. Dependiendo de la disponibilidad de
oxigeno, el piruvato formado puede seguir dos caminos diferentes. Si no existe
suficiente oxigeno o el organismo es incapaz de continuar con el proceso oxidativo, el
piruvato sigue una ruta anaerdbia. En esta via, el piruvato se reduce a lactato, con la

participaciéon de la lactato deshidrogenasa (LDH).

La estimacion de la actividad de la ruta anaerdbia se puede analizar por cuantificacion
de los productos finales o de los intermediarios metabdlicos del proceso. En este caso,
la estimacion del flujo glicolitico se realizd por cuantificacion de la produccion de
lactato por miotubos en RI. El lactato producido por los miotubos Rl estimulados con

insulina y tratados con isoflavonas es secretado al medio extracelular y su
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concentracion en el medio de cultivo fue cuantificado como se describe en el

correspondiente apartado de materiales y métodos.
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Figura 28. Efecto de las isoflavonas sobre la produccion de Lactato en miotubos L6 RI.

Los miotubos fueron incubados durante 2 horas con Ceramida (C2) 25 uM para crear el modelo de RI.
Posteriormente fueron estimulados con Insulina (100nM), daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a
concentracion 5uM. La toma de muestras se realizé cada 10 minutos durante 1 hora. Los valores se
muestran en concentracion de lactato como la media + la DE (n>3) (* p<0,05 en referencia a la situacion
control)

En los miotubos diferenciados L6 en situacion IR y estimulados con insulina, tanto los
tratamientos con equol como con la genisteina a concentracion 5uM resultan en un
incremento significativo de la produccion de lactato del 20 y 30% respectivamente
respecto la situacion control (Figura 28). Este hecho sugiere que ambas isoflavonas
presentan la capacidad de activacién del flujo glicolitico hacia la produccion de lactato
a favor de la oxidacion del piruvato en la mitocondria. Este fendmeno resulta en una
pérdida de eficiencia energética debido a que la ganancia neta de ATP es menor por el
flujo glicolitico que por la fosforilacion oxidativa, hecho que conllevaria un incremento

del consumo de glucosa con el fin de mantener el balance energético celular.

El incremento de la captacidon de glucosa podria resultar en una disminucién de la
glucemia y con ello una mejora de la fisiopatologia del SM. Debido a que se sugiere
importante el fendmeno que se acaba de describir se quiso ahondar en el mecanismo
de accion de las isoflavonas sobre el incremento de la produccion de lactato. Para

definir la hipdtesis de estudio se tuvieron en cuenta las siguientes premisas.
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En primer lugar, esta descrito que los receptores estrogénicos de respuesta rapida
utilizan como segundo mensajero el calcio (Ca2+) ya que se ha demostrado que el 17 B
estradiol, es capaz de regular los niveles de Ca* intracelular mediante la activacién de
receptores estrogénicos (Townsend et al. 2010). Por otro lado, a nivel molecular, la
sefalizacidon y homeostasis intracelular del calcio se presenta compleja como se puede
comprobar en la figura 30 en la que representa, de forma esquematica, diferentes vias
en las que participa el Ca** como segundo mensajero, como son la de PKC, las
reguladas por proteinas G o en las que interviene la Calmodulina. Este hecho, permite
que sean muy variadas las funciones el las que se encuentra implicado el Ca®*; a modo
de ejemplo, destacar que interviene directamente en la contraccion muscular (Ozawa
2011), en la liberacidn de neurotransmisores (Grover y Teyler, 1990; Impey et al, 1996)

o que es imprescindible para la coagulacion de la sangre (Morel at al 2011), entre otras.
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Figura 29. Esquema de la sefalizacion intracelular del calcio.

Por su parte, en esta Tesis se ha demostrado que los efectos de las isoflavonas sobre la
fosforilaciéon de AKT a nivel de musculo esquelético son sensibles a Fulvestran lo que
sugiere que las isoflavonas presentan efectos estrogénicos por lo que se hipotetizé que
el incremento de la produccién de lactato observado por los tratamientos con equol y

genisteina pudiera estar relacionado cambios en el Ca®* intracelular. Para corroborar
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esta hipotesis se realizdo un estudio de la produccion de lactato, similar al anterior,

incluyendo al sistema EGTA como agente quelante de Ca**.

Implicacién del Ca**
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Figura 30. Efecto del EGTA sobre la produccion de Lactato en miotubos L6 Rl estimulada por
isoflavonas.

Los miotubos fueron incubados durante 2 horas con ceramida (C2) 25 uM para crear el modelo de Rl y
durante 30 minutos con EGTA (5mM). Posteriormente fueron estimulados con Insulina (100nM),
daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a concentracion 5uM. La toma de muestras se realizé cada 10
minutos durante 1 hora. Los valores se muestran en concentracion de lactato como la media + la DE
(n>3) (* p<0,05 en referencia a la situacion control)

Las isoflavonas genisteina y equol a concentracion 5um estimulan la produccién de
lactato en miotubos L6 (Figura 28). El hecho de que este efecto quede revertido por la
preincubacién de EGTA (Figura 30) sugiere que la via de actuacion de las Isoflavonas
sobre el incremento de la produccién de lactato esté relacionada con la regulacion de
los niveles de calcio intracelular debido a la capacidad que presentas las isoflavonas
para activar receptores estrogénicos de efecto rapido aunque mas estudios al respecto
deben de ser realizados para obtener una conclusion firme del mecanismo de

actuacion.

En cualquier caso, se puede afirmar que tanto el equol como la genisteina, promueven
un incremento de la glicélisis en miotubos L6 diferenciados que se encuentran en
. . . o s . , . . 2+
situacidn fisiopatoldgica IR, y que este fendmeno es dependiente de los niveles de Ca

intracelular, posiblemente regulados por la activacion de receptores estrogénicos de

respuesta rapida por parte de las isoflavonas.
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Resumen de este estudio: isoflavonas en musculo esquelético.

Aungue varios estudios atribuyen efectos beneficiosos al consumo de soja sobre la
disminucion de la fisiopatologia del SM, son pocos los estudios in vitro realizados para
valorar los efectos de las isoflavonas derivadas directamente de la ingesta de soja,
dependientes de insulina y en condicién de RI, uno de los principales factores de riesgo

en el desarrollo del SM.

En este estudio se han aportado importantes datos para dilucidar los mecanismos por
lo cuales las isoflavonas de origen dietario pueden explicar los efectos beneficiosos
demostrados por estudios epidemioldgicos en individuos con SM. Se ha demostrado
gue las isoflavonas daidzeina, equol y genisteina a concentraciones plasmaticas
derivadas de la ingesta de soja, aportan efectos beneficiosos sobre el metabolismo
energético en situaciones de Rl en musculo esquelético. Se ha descrito un efecto
potenciador de la transduccion de sefial insulinica en condiciones de Rl estimado por
un incremento de fosforilacién de proteinas claves de la via a diferentes niveles.
Intentando ahondar en el mecanismo, se ha demostrado que estos efectos
moleculares estdn mediados por receptores estrogénicos, sobretodo en el caso de la
daidzeina y de la genisteina. Por su parte, se ha sugerido como importante el vinculo

entre el equol y el NO para la explicacion de sus resultados moleculares.

También se ha demostrado que los efectos moleculares descritos se correlacionan con
el efecto funcional de la captacidon de glucosa tanto a corto plazo, por una estimulacion
de la translocacién del transportador GLUT4, como a largo plazo por la estimulacidn
del flujo glicolitico, hecho que resulta en una pérdida de eficiencia en el metabolismo
energético que conllevaria a un aumento del consumo de glucosa con el fin de
mantener el balance energético celular. En ambos casos la estimulacion de la
captacion de glucosa resultaria en una disminucion de la glucemia, y con ello de los
fendmenos de glucotoxicidad que, como se ha descrito en el correspondiente apartado

de la introduccidn, tan relacionados estan con el desarrollo del SM.
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Efectos en el tejido adiposo: modelo de adipocitos maduros 3T3-L1.

El tejido adiposo es el principal almacén de TG del cuerpo. Es un érgano dindmico que
cambia a lo largo de la vida en respuesta a las necesidades metabélicas del individuo.
Ante determinados estimulos, regula la captacion de los AGL y también su liberacion
para su posterior utilizacion en otros tejidos, interviniendo directamente en la
lipidemia, hecho que pone de manifiesto la importancia de este tejido en el
metabolismo energético a nivel sistémico. En situaciones de Rl, esta capacidad de
adaptacion del tejido adiposo se ve comprometida principalmente por presentar un
limitado control de la homeostasis energética, que resulta en problemas en el
metabolismo lipidico como hiperlipidemias, muy relacionadas con las ECV por la

capacidad aterogénica de los AGL; o acumulacion ectdpica de TG, entre otros.

Entender los mecanismos asociados al almacenamiento y liberacion de energia en el
tejido adiposo se presenta necesario para desarrollar una estrategia que permita
prevenir y tratar no solo la obesidad sino también sus patologias asociadas, principales

factores de riesgo en el desarrollo de RI.
Validacion del modelo

Una de las principales caracteristicas de las que depende la capacidad de adaptacién
del tejido adiposo ante un exceso de nutrientes energéticos, es que puede modular la
capacidad de almacenaje energético total, tanto a nivel celular, aumentando su
tamafio; como a nivel de tejido, promoviendo la diferenciacion de nuevos adipocito.
Este ultimo, es un proceso complejo en el que los preadipocitos deben interrumpir su
proliferacion y salir del ciclo celular para poder diferenciarse a adipocitos maduros
funcionales. Este proceso de diferenciacion, supone cambios cronoldgicos en la
expresion de numerosos genes, de manera que se van expresando aquellos genes
caracteristicos de los adipocitos, al mismo tiempo que se van reprimiendo genes que
son inhibitorios de la adipogénesis o que son innecesarios para la funcién del adipocito
maduro. Todos estos cambios conducen finalmente a la adquisicion del fenotipo

caracteristico del adipocito maduro (MacDougald, Lane 1995).
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Aungue los fendmenos moleculares implicados en la diferenciacidon de los adipocitos
no son totalmente conocidos, se ha sugerido que uno de los modelos celulares que
mejor reproduce in vitro este proceso es el adipocito 3T3-L1 (Richon, Lyle & McGehee
1997, Shao, Lazar 1997, Cao, Umek & McKnight 1991) asi, al igual que en el caso de los

miotubos, el primer objetivo fue la validacion de este modelo.

Validacion Morfoldgica

Figura 31. Cambios fenotipicos durante la diferenciacion adipocitica de la linea 3T3-L1.

A: imagen representativa (10X) del estadio en el que se comienza la diferenciacion (dia cero). B: cambios
fenotipicos al cabo de 7 dias de diferenciacion. C: imagen representativa de la tincion con Oil red en el
momento de la diferenciacion total a adipocitos maduros (14 dias).

En la figura 31 se observan distintos estadios durante el proceso de diferenciacién
adipocitica de la linea celular 3T3-L1. En resumen, la figura 31 A muestra el estado en
el que se encuentran los preadipocitos en el momento de iniciar la diferenciacién.
Transcurridos 7 dias son apreciables no sélo cambios morfolégicos, las células
adquieren forma globosa, si no que también se distinguen los depdsitos de TG en
forma de vesiculas redondeadas mas o menos brillantes debido al incremento de
refraccion que experimenta la luz en superficies oleaginosas. Estos depdsitos van
incrementando de tamafio y fusiondndose durante el proceso de diferenciacién, hasta
ocupar practicamente la totalidad del volumen adipocitico como se puede comprobar
en la tincion de TG realizada con oil red (Figura 31 C), momento en el cual son

considerados adipocitos maduros.

Diferentes estudios han demostrado que las isoflavonas favorecen el proceso de
diferenciacién adipocitica (Cho et al. 2010) sin embargo, los mecanismos moleculares

por el cual se origina ese fendmeno aun se encuentran en estudio.
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Es de interés en esta tesis, no tanto el estudio de los mecanismos por los cuales las
isoflavonas son capaces de estimular la diferenciacion adipocitica sino de cémo
pueden modular la capacidad de almacenaje de los adipocitos ya maduros en situacién
de RI, fendmeno que ayudaria a normalizar la lipidemia y a prevenir la acumulacién
ectopica de TG, patologias directamente vinculadas con el desarrollo del SM. En
consecuencia, se requiere la validacién del modelo adipocitico en contexto de Rl. Para
este fin se eligié como inductor de Rl el TNFa por estar ampliamente documentado
para este fin en la bibliografia (Swaroop, Rajarajeswari & Naidu 2012, Lele 2010, Nieto-

Vazquez et al. 2008, Wang, O'Brien & Brindley 1998, Ryden, Arner 2007)

Validacién molecular del modelo adipocitico de Rl

Para validar la eficiencia del TNFa en inducir Rl en el modelo se siguieron los mismos
criterios moleculares que en el caso de los miotubos L6 insulinorresistentes. Es decir,
se estimaron los efectos mediados por la preincubacidon de TNFa sobre la fosforilacion

de las proteinas AKT y ERK inducida por la insulina.

En la figura 32 se muestra como la estimulaciéon con insulina a concentracion 100nM
durante 10 minutos resulta en un considerable aumento de la fosforilacion tanto de
AKT en la Ser*” (Figura 32 A) como de las ERK (Figura 32 C) en el modelo adipocitico
elegido, lo que sugiere una correcta transduccion de sefial insulinica. Ademas, este
efecto se logra revertir con la incubacion previa con TNFa (10ug/mL) con el que se
consigue una reversion del efecto insulinico de aproximadamente un 20% (Figura 32)
lo que valida el modelo elegido para el estudio de la pérdida de sensibilidad a la

insulina en el tejido adiposo.
Efectos moleculares de las isoflavonas en el modelo adipocitico con Rl

A nivel del tejido adiposo, se ha sugerido que el efecto de las isoflavonas derivadas de
la ingesta de productos de soja resulta en un incremento no sélo de la fosforilacion de
AKT, sino también de otras proteinas claves en la transduccion de sefial insulinica
(Kwon et al. 2011, Kwon et al. 2006) lo que sugiere que las isoflavonas presentan
capacidad de incrementar la sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo. Estos

resultados han sido posteriormente corroborados en otros trabajos como el realizado
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por Claussnitzer, destacado entre otros, por la similitud en modelo y concentraciones
con las utilizadas en esta Tesis ya que describen efectos de las isoflavonas a
concentraciones 1uM y en un modelo in vitro de adipocitos diferenciados 3T3-L1. En
el trabajo de Claussnitzer no sdlo se demuestra un incremento de la fosforilacion de las
proteinas claves de la via de sefalizacién insulinica sino también un aumento la
captacion de glucosa dependiente de isoflavonas (Claussnitzer et al. 2011). Sin
embargo el hecho de no realizarlo en un modelo de Rl limita la extrapolacion de los
resultados en el ambito del SM. Con la intencidn limitar esta incertidumbre y debido a
gue no existen estudios que sugieran estos resultados en el contexto RI, en este
trabajo se testaron tratamientos a dosis 1uM de las isoflavonas daidzeina, equol y

genisteina en el modelo previamente validado de tejido adiposo RI.
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Figura 32. Efectos de daidzeina, equol y genisteina sobre la fosforilacion de AKT y ERK 1 y 2 en
adipocitos 3T3-L1 en situacion Rl.

A/C: imdgenes representativas de la inmunodeteccion de adipocitos tratados TNFa 10ug/mL o/n y
estimulados con Insulina (INS) 100nM, daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) 1uM. La deteccion tanto
de las proteinas fosforiladas como de las totales fue realizada por la técnica de WB. B/D: Andlisis
densitométrico de las proteina fosforiladas normalizada por la concentracion total de la misma. Los
valores se muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 ** p<0,01 en referencia al grupo INS).
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El hecho de que no existan diferencias significativas entre la situaciéon INS y los
tratamientos con isoflavonas en situaciéon de Rl estimulada por TNFa (Figura 32)
demuestra que, en todos los casos, las isoflavonas revierten el efecto del TNFa
alcanzando niveles de fosforilacion de ambas quinasas equiparables a los niveles
previos a la induccion de IR. Estos resultados complementan los trabajos obtenidos por
Claussnitzer y colaboradores, no soélo demostrando lo que ellos sugieren sino
aportando, debido a la obtencidn de estos resultados en un modelo RI, mayor robustez

a la interpretacién y extrapolacion de los resultados en el ambito del SM.

Mecanismos de accion

Implicacidn de receptores estrogénicos

En el tejido adiposo se expresan tanto ER a como ER R lo que le confiere la capacidad
de ser tejido diana de la accion de los estrogenos (Matthews, Gustafsson 2003). Sus
funciones en este tejido se encuentran aun bajo estudio aunque se ha descrito que su
activacion por estrégenos interviene en la prevencién de varios factores de riesgo
vinculados al SM (Clegg et al. 2006). Debido a la similitud quimica entre isoflavonas y
estrogenos se disefiaron una serie de experimentos encaminados a comprobar el

posible efecto estrogénico de las isoflavonas sobre el tejido adiposo con RI.
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Figura 33. Efectos del fulvestrant sobre la fosforilacion de AKT inducida por daidzeina, equol y
genisteina. Andlisis densitométrico de la intensidad de AKT (5er473) normalizada por la intensidad de AKT
total obtenidas por inmunotincién. Los adipocitos maduros fueron tratados con TNFa 10ug/mL o/n para
crear el modelo IR, con fulvestrant (F) (100uM) 30 minutos para inhibir los receptores estrogénicos y
posteriormente estimulados durante 10 minutos con Insulina (INS) 100nM, daidzeina (D), equol (E) y
genisteina (G) a 1uM. Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacién control (CTL) como la
media + la DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo CTL).
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En todos los casos, el fulvestrant revierte de manera significativa los efectos de las
isoflavonas sobre la fosforilacion de AKT en el modelo de adipocitos con sensibilidad a
la insulina comprometida, alcanzando niveles basales (Figura 33). Este hecho sugiere
gue el efecto de las isoflavonas sobre la estimulacion de la fosforilacion de AKT en
adipocitos insulinorresistentes, esta mediado en gran parte por receptores

estrogénicos.

Se han obtenido resultados similares en modelos in vitro de no insulinorresistencia. En
concreto, la genisteina es la isoflavona mas estudiada en este contexto. Existen
estudios que demuestran que la genisteina presenta capacidad de activacion tanto de
los ER a (Kuiper et al. 1998) como ER B (Morito et al. 2001, Morito et al. 2002)
presentando una mayor afinidad por estos ultimos (Morito et al. 2002). Sin embargo el
resultado de estos fendmenos a nivel adipocitico se encuentran aun en debate. Se ha
sugerido que los efectos de la genisteina dependen tanto de las dosis aplicadas como
de la concentracidn plasmatica de estrédgenos enddgenos (Dang, Lowik 2005). Por su
parte, otros trabajos ponen en duda que los efectos de la genisteina sobre el tejido
adiposo sea via receptores estrogénicos ya que han demostrado que estos efectos
pueden ser mitigados por la activacién de otras vias (Naaz et al. 2003) lo que pone de

manifiesto la complejidad de regulacién.

En este trabajo se demuestran que los efectos moleculares no sdlo de la genisteina
sino que también de la daidzeina y de su metabolito equol, dependen de la activacion
de receptores estrogénicos en el tejido adiposo. El hecho de que se haya realizado este
estudio en condiciones de insulinorresistencia aporta datos importantes sobre las vias
de actuacion sugeridas pero no comprobadas hasta el momento, de los mecanismos
de accion de las isoflavonas en este tejido cuando se encuentra en situaciones

comprometidas de sensibilidad a la insulina.

Una vez comprobamos estos efectos moleculares se quiso estudiar los funcionales
focalizando, principalmente, en la funcién de reservorio energético que desempefia el

tejido adiposo.
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Efectos funcionales de las isoflavonas sobre el modelo de adipositos con RI

Captacion de acidos grasos

En el tejido adiposo, la energia es almacenada en forma de TG que son sintetizados a
partir de los AGL plasmaticos o resintetizados en el interior del adipocito a partir de la
lipdlisis de los TG de los quilomicrones y/o de las VLDL. Estos productos, son
transportados al interior de la célula de forma muy eficiente a través de un sistema de
proteinas trasportadoras especificas denominadas FATP’s (Fatty Acid Transporter
Proteins). En situacion de exceso energético mantenido en el tiempo, esta capacidad
de incorporacion de AGL se satura (Kazantzis, Stahl 2011) hecho que resulta en un
incremento de la lipidemia que limita ain mas la captacion de AGL creando asi un

circulo vicioso que favorece la perdida de homeostasis energética.

Compuestos que ayuden a reestableces los mecanismos de incorporacidon de AGL en el
tejido adiposo se presenta como linea terapéutica importante de estudio para prevenir
y/o controlar el desarrollo de RI. Debido a esta hipodtesis, otro de los objetivos que se
planted en esta Tesis fue el estudio de las isoflavonas como posibles moduladoras de la
captacion de AGL en adipositos con RIl. Para abordar este objetivo se llevd a cabo
ensayos basados en la incorporacién de AGL al adipocito, como se describe en el

correspondiente apartado de la seccion materiales y métodos.
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Figura 34. Efecto de las isoflavonas sobre la captacion de AGL dependiente de insulina en adipocitos
maduros RI.

Representacion grafica de la integracion de la resultados obtenidos por andlisis cinético de la captacion
de AGL de adipocitos maduros tratados con TNFa 10ug/mL o/n para crear el modelo IR y posteriormente
estimulados durante 10 con insulina (INS) 100nM, daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a 0.1 y 1uM.
Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacion control (CTL) como la media * la DE (n>3) (*
p<0,05 en referencia al grupo CTL).
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Las isoflavonas presentan un efecto potenciador de la accion de la insulina, con un
componente dosis dependiente, sobre la captacion de AGL en adipocitos con IR
inducida por TNFa (Figura 34). Cabe destacar que asi como con los tratamientos con
daidzeina se alcanzan incrementos del 10%, respecto al control, estos valores se sitlan
entorno al 50% cuando los tratamientos se realizan tanto con equol (46,5%) como con
genisteina (60,1%) a concentraciones de 1 uM. Consistentes con estos resultados son
los presentados en la figura 32, en los que se puede observar que tanto el equol como
la genisteina son las isoflavonas que mas estimulan la fosforilacion de AKT de

adipocitos insulinorresistentes.

Aunque existen diferentes transportadores de AGL en las células, estd descrito que
FATP1, FATP4 y ACSL1 se pueden considerar los trasportadores tipicos del tejido
adiposo (Lobo et al. 2007). De estos transportadores, FTP1 se encuentra ampliamente
distribuido en adipocitos maduros 3T3-L1 (Stahl et al. 2002). De forma andloga a lo que
ocurre con el transportador de glucosa GLUT4, existe un reservorio de FTP1 que se
encuentra en el citoplasma en vesiculas, las cuales son translocadas hacia la
membrana plasmatica ante determinados estimulos como el insulinico (Wu et al.
2006b). Teniendo en cuenta estas premisas y los resultados obtenidos hasta el
momento se puede sugerir que el efecto de las isoflavonas sobre el incremento de Ia
captacion de AGL en adipocitos Rl (Figura 34) estd mediado por la capacidad que
presentan las mismas sobre la estimulacion de la transduccion insulinica, estimada por
un incremento de la fosforilacion de AKT (Figura 32). Fendmeno que resultaria en una
mayor translocacidon del transportador FATP1 hacia la membrana plasmatica y que
explicaria el incremento observado de la captacién de AGL. Esta hipdtesis gana
robustez si se tiene en cuanta que las isoflavonas que aportan una mayor fosforilacién

de AKT, son las que también inducen una mayor incorporacion de AGL.

Teniendo en cuenta la relacidon que se acaba de sugerir entre AKT y FATP1, si el TNFa
es capaz de revertir los efectos de las isoflavonas sobre la fosforilacion de AKT (Figura
33), mediante su interaccidon con receptores estrogénicos, parece logico pensar que

también se inhibiria la captacion de AGL demostrada en la figura 34.
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Implicacion de receptores estrogénicos

En este caso, se planteo un experimento de incorporacién de AGL similar al anterior
pero introduciendo en el sistema fulvestrant con el fin de estimar la incorporacion de

AGL independiente de receptores estrogénicos.
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Figura 35. Efecto del Fulvestrant sobre la captacion de AGL estimulada por isoflavonas en adipocitos
maduros insulinorresistentes.

Representacion grafica de la integracion de la resultados obtenidos por andlisis cinético de la captacion
de AGL de adipocitos maduros tratados con TNFa (10ug/mL) o/n, con Fulvestrant (F) 100 (F100) y
1000nM (F1000) 30 minutos y posteriormente estimulados durante 10 minutos con Insulina (INS)
100nM, daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a 0.1 y 1uM. Los valores se muestran en porcentaje
frente a la situacion control (CTL) como la media # la DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo control de
cada grupo).

Los resultados presentados en la figura anterior (Figura 35) revelan que el fulvestrant
revierte, con un caracter dosis dependiente, los efectos de la isoflavonas sobre la
captacidon de dacidos grasos. Con lo que queda demostrada la hipdtesis de que la
captacion de AGL estimulada por isoflavonas en adipocitos insulinorresistentes esta

mediada en gran parte por receptores estrogénicos.

Efecto seiializador del NO

A parte de los efectos sobre el metabolismo energético, esta descrito que la insulina
puede estimular la expresién y actividad de la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)

(Aljada, Dandona 2000) y con ello incrementar la produccion de NO.
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Entre otras funciones, el NO generado interviene como sefializador en la regulacion del
tono vascular ya que estimula la vasodilatacion (Zeng et al. 2000), fendmeno esta

relacionado directamente con funciones antiaterogénicas>.

En situaciones de Rl aumenta el riesgo de generacién de placas de ateroma a parte de
verse comprometida la circulaciéon sanguinea (Wang et al. 2006). Por un lado, el
incremento de la lipidemia fomenta la generacion de placas de ateroma debido al
aumento de la concentracion de LDL que presentan una alto grado de adhesién a la
intima de las arteria; y por otro lado, la disminucion de la produccién de NO limita la

vasodilatacion y con ello un aumento de la resistencia vascular.

En este contexto se quiso comprobar, no tanto si las isoflavonas eran capaces de
incrementar la liberacion de NO, fendmeno que ya se encuentra descrito (Hamalainen
et al. 2007, Yang et al. 2010), sino comprobar si existe una relacién entre la
estimulacion de la captacion de AGL inducida por las isoflavonas, con la regulacion de
niveles de NO. Para este fin se realizaron una serie de experimentos similares a los
presentados anteriormente para cuantificar la captacion de AGL, pero en este cado se
comprometid la produccidon de NO con un inhibidor de la oxido nitrico sintetasa, el L-
NAME, y se utilizd como control experimental de referencia el isomero inactivo D-
NAME que no afecta a la funcién de la enzima. Los resultados de la aplicacidn de esta

serie de experimentos se muestran en la Figura 36 y se discuten a continuacion.

En ninguno de los tratamientos con las isoflavonas, la inhibicion de la NOS revirtié de
forma significativa los efectos sobre la incorporacion de AGL, aunque si que existe una
tendencia a una modesta disminucion en todos los casos a excepcidn del equol. Dato
interesante puesto que en el modelo de miotubos insulinorresistentes la accion del
equol sobre la fosforilacion de AKT se encontraba comprometida debida a
tratamientos con L-NAME. Este resultado sugiere que la relacion entre el equol y la
oxido nitrico sintetasa presenta un componente dependiente de tejido. Aunque

futuros analisis al respecto se evidencian necesarios para dilucidar este vinculo.

22 . . . . .
Funciones que previenen la formacion de placa de ateroma, causa principal del desarrollo de
ateroesclerosis.
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Figura 36. Efecto de la inhibicion de la NOS sobre la captacion de AGL estimulada por isoflavonas en
adipocitos maduros insulinorresistentes.

Representacion grafica de la integracion de la resultados obtenidos por andlisis cinético de la captacion
de AGL de adipocitos maduros tratados con TNFa (10ug/mL) o/n, con L-NAME y D-NAME durante 30
minutos y posteriormente estimulados durante 10 minutos con Insulina (INS) 100nM, daidzeina (D),
equol (E) y genisteina (G) a concentracion 1uM. Los valores se muestran en porcentaje frente a la
situacion control (CTL) como la media *+ la DE (n>3).

Resumen de este estudio: isoflavonas en tejido adiposo

En el tejido adiposo, la insulina gobierna el control de la homeostasis energética
debido a que estimula la captacién tanto de la glucosa como de los lipidos (Stahl et al.
2002). En individuos con sensibilidad a la insulina comprometida esta capacidad se ve
limitada lo que conlleva a un incremento tanto de la glucemia como de la lipidemia con
todos los problemas relacionados de este efecto, por lo que la busqueda de

biocompuestos que ayuden a regular estos fendmenos se presenta como interesante.

A nivel del tejido adiposo se sabe que las isoflavonas favorecen la captacidén de glucosa
ya que se ha descrito que las isoflavonas promueven tanto la translocacion de GLUT4
como la estimulacion de su expresién génica (Claussnitzer et al. 2011). Sin embargo no

existen estudios que demuestren estos efectos en situacion de RlI.

En este trabajo, se han testado las isoflavonas en un modelo adipocitico
insulinorresistente. Se ha demostrado un incremento de la fosforilacion tanto de AKT
como de ERK 1y2 dependiente de tratamientos con isoflavonas a dosis fisioldgicas y en
condiciones de RI, lo que confiere la capacidad de estimular la captacidn de glucosa via

GLUT4, potencialmente en individuos con sensibilidad a la insulina comprometida.
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Debido a que el fulvestrant es capaz de revertir estos efectos, se sugiere que el
mecanismo de accidén de las isoflavonas esté mediado por receptores estrogénicos.
Apoyando esta teoria estd la capacidad de los estrégenos para estimular la captacién
de glucosa en adipocitos maduros 3T3-L1 (Muraki, Okuya & Tanizawa 2006) y la
capacidad de las isoflavonas para activar receptores estrogénicos, fundamentado en la

similitud estructural entre las isoflavonas y los estrégenos (Cooke, Naaz 2005).

En relacidn al metabolismo lipidico, se ha demostrado que las isoflavonas estimulan la
captacion de AGL en adipositos con Rl y se sugiere que este fendmeno esté mediado
por la capacidad que presentan las mismas sobre la estimulacion de la sefializacidon
insulinica, estimada por un incremento de la fosforilaciéon de AKT. Fenédmeno que
resultaria en una mayor translocacién del transportador FATP1 hacia la membrana

plasmadtica y que explicaria el incremento observado de la captacion de AGL.

Los resultados aqui presentados no excluyen la posibilidad de otras vias involucradas
en este proceso pero la hipotesis origen del estudio gana cada vez mas robustez si se
tiene en cuenta que las isoflavonas que aportan una mayor fosforilacién de AKT, son
las que también inducen una mayor incorporacién de AGL. El hecho de que el
fulvestrant, inhibe tanto la fosforilacion de AKT como la captacion de AGL evidencia

que el efecto esta mediado por ER.

Una vez demostrado que las isoflavonas son biocompuestos susceptibles de
incrementar la incorporacion de AGL por parte del tejido adiposo en situacion de Rl se
quiso comprobar su potencial capacidad de reducir la hiperlipidemia. Para ello se
evaluo el efecto de las isoflavonas sobre la modulacién de los procesos susceptibles de
estimular la B oxidacién en hepatocitos FAO ya que el higado puede ser considerado

como el principal 6rgano implicado en la regulacién del metabolismo lipidico.
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Efectos a nivel hepatico: modelo de hepatocitos FAO

Existen estudios que atribuyen los beneficios de la ingesta de soja sobre el
metabolismo lipidico a nivel hepatico, a la capacidad de sus biocompuestos para actuar
como ligandos sobre determinados receptores nucleares (Xiao et al. 2007, Shukla et al.
2007, Xiao, Wood & Gilani 2006). En concreto esta descrita la relacidon entre la ingesta
de soja y la mejora del metabolismo lipidico, con la activacidon de PPAR (Patel, Barnes
2010, Simmen et al. 2010) pero existe controversia en la identidad de los
biocompuestos responsables de este efecto ya que son atribuidos tanto a la parte
proteica (Hashidume et al. 2011, Ronis et al. 2009; Torre-Villalvazo et al. 2008) como a

la fraccion metandlica (Carrara et al. 2009) donde se encuentran las isoflavonas.

Existen trabajos que atribuyen capacidad ligante de los PPAR directamente a las
isoflavonas (Cho et al. 2010, Leng, Jiang & Ji 2011, Medjakovic, Mueller & Jungbauer
2010). Aunque parece bien descritos estos resultados, son pocos los experimentos que
han demostrado estos efectos en el rango de dosis éptimos para su validacion en el
campo de la alimentacidén, y por eso se incluyd su estudio en esta Tesis. Debido a las
premisas que se acaban de comentar, y con el interés de abordar el objetivo principal
de esta tesis, se planted el estudio de la capacidad ligante de receptores PPAR por

parte de isoflavonas de soja, a concentraciones dietarias.

Estudio de la capacidad ligante de las isoflavonas sobre PPAR a

Como control positivo se utilizd el compuesto GW7647, descrito como agonista de
PPAR a y con el cual se observa una estimulacion con caracter dosis dependiente de la
actividad luciferasa (Figura 37). Por su parte las isoflavonas presentan una marcada
funcién como ligandos de PPAR a en hepatocitos FAO tanto a concentraciones de 0.1
como de 1uM. Aportan un incremento medio del 53% respecto a la situacién control.
El rango varia entre el 21% en el caso de tratamientos con Genisteina 0.1 uM hasta
valores del 71% alcanzados por los tratamientos con Equol a dosis 1uM. En cualquier
caso se denota un componente dosis dependiente que se hace mas evidente en el caso

de los tratamientos con el equol y la genisteina.
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Figura 37. Capacidad de las isoflavonas para actuar como ligandos de PPAR o en hepatocitos FAO.
Representacion grdfica de la actividad luciferasa de hepatocitos transfectados con PPAR a y estimulados
con GW7647 (de 0,1 a 10 nM) como control positivo y con daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a
concentraciones 0,1 y 1 uM. Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacion control (CTL)
como la media + la DE (n>3). (* p<0,05 y ** p<0.01 en referencia al grupo CTL).

PPAR a estd principalmente expresado en los tejidos susceptibles de realizar el
catabolismo lipidico, tal como el musculo esquelético, el tejido adiposo y el higado
(Chinetti, Fruchart & Staels 2000, Mandard, Muller & Kersten 2004). En concreto, se ha
publicado que la activacion de PPAR a incrementa la R-oxidacion de los TG a nivel
hepatico (Staels et al. 1998, Peters et al. 1997) lo que sugiere la disminucién de la
lipidemia en pacientes obesos. Teniendo en cuenta estas premisas, el hecho de que las
isoflavonas presenten capacidad ligante de PPAR a (Figura 37) sugiere un importante
potencial a las isoflavonas para la regulacion de la 8 oxidacion a nivel hepatico. Para
corroborar esta hipotesis se realizaron una serie de experimentos en los que se valord
el efecto de las isoflavonas sobre la B oxidacién. En primer lugar se realizaron estudios
con palmitato marcado radiactivamente con el fin de identificar y cuantificar el CO,
generado a partir de su 3 oxidacion. De este trabajo se sugirié un incremento de la 8
oxidacién estimulado por isoflavonas (resultados no mostrados) pero la complejidad de
la técnica dificultd la reproducibilidad de los resultados por lo que se planted el estudio
de la B oxidacion, en vez de por cuantificacion de la creacidon de producto, por la

cuantificacion de la pérdida de substrato, como se expone a continuacion.
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Efectos de las isoflavonas sobre la B oxidacion

Como se ha presentado en la figura 37, las isoflavonas son capaces de estimular la
actividad de PPAR a vy, a tenor de los trabajos que se acaban de comentar, este
fendmeno esta relacionado con un incremento de la -oxidacién. Por consiguiente,
parece logico pensar que la concentracion total de acidos grasos en hepatocitos
tratados con isoflavonas ha de ser menor que en el caso control. Para corroborar esta
hipotesis se analizd la concentracion total de TG en hepatocitos tratados con

isoflavonas.
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Figura 38. Concentraciéon de TG en hepatocitos FAO tratados con isoflavonas.

Representacion grdfica de la concentracion final de TG en hepatocitos FAO incubados con palmitato
(200uM) durante 24 horas y posteriormente con daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a
concentraciones 0.1 y 1uM durante 24 horas mas. Los valores se muestran en porcentaje frente a la
situacion control (CTL) como la media + la DE (n>3). (* p<0,05 en referencia al grupo CTL).

Acorde a la hipdtesis planteada, en la figura 38 se puede comprobar como todos los
tratamientos con isoflavonas sobre hepatocitos FAO resultan en una reduccion de la
concentracion final de TG. Estas diferencias se hacen estadisticamente significativas en
todos los tratamientos de concentracion 1uM. A estas concentracion, las reducciones
de la concentracion de TG, se encuentra entre el 15% (con la daidzeina) respecto la
situacion control y del doble, 30%, en el caso de la genisteina. Curiosamente, asi como
las isoflavonas a todas las concentraciones actian como ligando de PPAR a (Figura 37)
son sbélo a dosis 1 uM las que demuestran un descenso significativo de la

concentracion de TG (Figura 38).
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Mas sorprendente es el efecto de la genisteina ya que aun presentando un menor nivel
ligante de PPAR o (Figura 37) es el que aporta una mayor estimulacion de la
oxidacion (Figura 38). Esta correlacion inversa sugiere que el efecto de la genisteina
sobre la estimulacion de la B oxidacidn a nivel hepatico pueda estar mediado en parte
por la activacién de PPAR a pero también por otras vias, como por ejemplo la del
AMPK ya que se ha comprobado que la genisteina es capaz de incrementar la actividad
de esta quinasa (Hwang et al. 2005) y que su activacién se relaciona directamente con

un incremento de la B oxidacion a nivel del higado (Puljak et al. 2008).

Efectos sobre la regulacion de la expresion génica

Una vez se comprobada la correlacion que aportan las isoflavonas entre la activacion
de PPAR a y la reduccidn de los TG intracelulares, se quiso indagar sobre los

mecanismos especificos de actuacion.

Es bien conocido que las mitocondrias, al igual que los peroxisomas, son los Unicos
organulos celulares capaces de realizar procesos de B oxidacion de acidos grasos
(Lazarow, De Duve 1976). Se sabe que PPAR a actia como factor de transcripcion de
genes relacionados con la B oxidacion tanto a nivel de mitocondria como de
peroxisoma. A nivel mitocondrial, la activacion de PPAR a se relaciona con una
estimulacion de la expresion de genes involucrados en la B oxidacion como el
trasportador de acidos grasos al interior mitocondrial, la carnitina palmitoiltransferasa
1 (CPT-1) (Lefebvre et al. 2006). A nivel de peroxisoma, se ha comprobado que

estimula la expresidn de Acetil CoA oxidasa (AOX) (Roepstorff et al. 2005).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se hipotetizd que el efecto de las isoflavonas
sobre la reduccion de la concentracion de TG podria estar mediado por a la regulacion
de la expresion génica tanto de CPT1 como de AOX lo que resultaria en un incremento

de la R-oxidacion.
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Figura 39. Efectos de las isoflavonas sobre la estimulacion de la expresion génica de CPT-1 y AOX.
Representacion grdfica de la expresion relativa de CPT-1 y AOX obtenida por RT-PCR del mRNA de
hepatocitos FAO incubados con durante 24 horas con posteriormente con GW7647 (GW) 1 nM, como
control positivo, y con la isoflavonas daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a concentraciones 0.1 y
1uM. Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacion control (CTL) como la media + la DE
(n>3). (** p<0,001 en referencia al grupo CTL).

Contrariamente a lo esperado, el analisis cuantitativo de la RT-PCR revelé que las
isoflavonas a concentraciones 0.1 y 1 uM no estimulan, de forma significativa, la
expresion ni de CPT1 ni de AOX en hepatocitos FAO (Figura 39). Aunque de forma
particular los tratamientos con daidzeina 1uM si que ofrecen un incremento de la
expresion de ambos genes y, de forma general, las isoflavonas estimulan mas la
expresion de AOX que de CPT1, en ningun caso las diferencias son estadisticamente
significativas. Contrariamente a los resultados aqui presentados sobre CPT1 son los
obtenidos por Eui Seok Shin y colaboradores, que demostraron, en un modelo similar
(hepatocitos HEPG2) un incremento tanto de la actividad como de la expresién de
CPT1 debida a tratamientos con daidzeina y con genisteina (Shin et al. 2006) si bien es
cierto que las dosis minimas de isoflavonas a las que se demuestran estos resultados
son mas del doble de las utilizadas en el presente trabajo. El hecho de observar una
tendencia al incremento de la expresion de AOX mas que de CPT1 sugiere que las
isoflavonas presentan un mayor efecto a nivel de peroxisoma que de mitocondria

aunque se requieren mas experimentos para asegurar esta relacion.
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Estudio de la capacidad ligante de las Isoflavonas sobre PPAR y

En el tejido hepatico se encuentra principalmente expresada la isoforma a de los PPAR,
pero estudios recientes demuestran una interesante relacién entre el PPAR y hepatico
y el metabolismo glucidico (Zhang et al. 2011). Como el objetivo de esta Tesis es el
estudio de la potencial capacidad de las isoflavonas sobre la modulacion del balance
energético, principalmente en el metabolismo lipidico y glucidico, y el higado participa
activamente y ambos procesos metabdlicos, se presento interesante el estudio de las

isoflavonas como posibles ligandos de PPAR y.
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Figura 40. Capacidad de las isoflavonas para actuar como ligandos de PPAR y en hepatocitos FAO.
Representacion grdfica de la actividad luciferasa de hepatocitos trasnfectados con PPAR y y estimulados
con troglitazona (TGZ) (de 0.1 a 5 uM) como control positivo y con daidzeina (D), equol (E) y genisteina
(G) a concentraciones 0.1 y 1uM. Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacion control
(CTL) como la media # la DE (n>3). (* p<0,05 y en referencia al grupo CTL).

En este caso, se utilizé la troglitazona como control positivo ya que es conocido su
efecto sobre la activaciéon de PPAR y (Rogue et al. 2011) Este hecho se corrobora en
células FAO ya que presenta una activacion dosis dependiente de PPAR vy (Figura 40).
M3s sorprendentes son aun los resultados obtenidos puesto que, en todos los casos,
las isoflavonas incrementan la actividad de PPAR y de manera significativa y con
componente dosis dependiente. Este comportamiento se ve claramente diferenciado
en el caso de los tratamientos con equol y genisteina ya que el aumento de un orden
de magnitud en la dosis repercute en un incremento de la actividad de PPAR y del 36%

y 25% respectivamente.
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Resumen de este estudio: isoflavonas en hepatocitos FAO

En el parénquima hepatico, la interrelacion entre el metabolismo de lipidos y de
carbohidratos esta regulada en gran parte por PPAR. Estos receptores coordinan varias
vias metabdlicas involucradas en establecer la homeostasis energética, mediante el
control de la expresion de proteinas clave en las vias, como: la LPL, la acil-CoA oxidasa,
FATP, acil-CoA deshidrogenasa, CPT1, etc. con el fin de propiciar la adaptacién del
organismo a diversos estimulos ambientales, tales como el aumento de la ingesta de

lipidos y / o hidratos de carbono a medio y largo plazo.

Datos epidemioldgicos y estudios de intervencidon en humanos demuestran que un
mayor consumo de soja se correlaciona con una menor incidencia de la diabetes y una
mayor sensibilidad a la insulina (Jayagopal et al. 2002, Hermansen et al. 2001). En los
estudios in vitro se demuestra la capacidad de los biocompuestos de soja sobre la
modulacion de la activacién de PPAR, (Rogue et al. 2011) y sobre la expresidon de su
posterior genes diana (Mezei et al. 2003, Dang, Lowik 2004). Sin embargo, no esta
claro que estos efectos sean debidos a las proteinas, a las isoflavonas o a otro tipo de
biocompuestos derivado de soja. Ademads, los estudios que atribuyen estas
propiedades a las isoflavonas, han sido realizados a concentraciones muy superiores a

las éptimas para si futura validacidn en el campo de la alimentacién funcional.

En esta Tesis se demuestra que las isoflavonas, a concentraciones dietarias, presentan
capacidad ligante dual tanto de PPAR a como y en hepatocitos FAO. Como respuesta
de la activacion de PPAR a, se ha demostrado que las isoflavonas repercuten en la
disminucion de los niveles de TG intracelular lo que sugiere que su efecto se via
estimulacion de la R oxidacién. Sin embargo, no se han encontrado diferencias
significativas en cuanto a la estimulacion de la expresiéon de genes relacionados
directamente con este proceso (CPT1 y AOX). Aunque puede ser que el efecto sea
debido, no tanto a un incremento de la expresion, como a una estimulacién de la
actividad de dichas enzimas. Shin y colaboradores demostraron que tanto la genisteina
como la daidzeina a dosis cercanas a las fisiolégicas (10uM) eran capaces de

incrementar la actividad de la enzima CPT-1 (Shin et al. 2006). Sin embargo en esta
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Tesis no se han encontrado diferencias significativas al respecto aunque si se denota
una tendencia estimuladora de la expresion sobretodo a nivel de AOX, hecho que
sugiere que los efectos de las isoflavonas sobre la R oxidacion pueden estar mas
involucrados a nivel de peroxisoma que de mitocondria, aunque mas estudios al

respecto serian necesarios para aclarar esta hipotesis.

Aunque a menor escala que en el caso del metabolismo lipidico, el tejido hepatico
también interviene en la regulacion del metabolismo glucidico via PPAR y. En este
trabajo se ha demostrado que las isoflavonas presentan actividad ligante no sélo en
PPAR a, sino también en la isoforma y. Coherente a estos resultados, Ronis et al.
demostraron en un modelo in vivo que la ingesta durante 14 dias de una dieta a base
de soja resultaba en un incremento no sélo de la actividad de PPAR y sino también de
genes involucrados en la regulacién del metabolismo glucidico frente a otras dietas
control (Ronis et al. 2009) aunque no queda claro que el efecto sea atribuido a un
determinado tipo de biocompuesto derivado de la soja. Teniendo en cuanta los
resultados de presentado en esta Tesis, se puede estimar que el efecto descrito por
Ronis puede ser debido a los efectos de las isoflavonas mas que de la fraccidén proteica

de la soja.

Otros autores atribuyen que los efectos beneficiosos de la soja dietaria sobre el
metabolismo energético a nivel hepatico, a la capacidad de activacion de receptores
SREBP (Torre-Villalvazo et al. 2008). Resultados que se sugieren complementarios y
gue seria importante estudiar in vitro para poder identificar los biocompuestos

especificos responsables de este fendmeno.
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Estudio in vitro de las isoflavonas sobre la modulacion de la
respuesta inflamatoria

Los resultados que se han mostrado hasta el momento ayudan a entender los
mecanismos por los cuales la ingesta de soja, en concreto de las isoflavonas, esta
asociada a la disminucion de la fisiopatologia insulinorresistente, lo que demuestra su
potencial efecto terapéutico para el tratamiento de esta patologia. Pero, de todos es
sabido que tanto o mas importante es la prevencion de una enfermedad que la
curacién, por lo que se planteé como otro objetivo de esta Tesis el estudio de la

capacidad preventiva de la Rl atribuible a la ingesta de isoflavonas de soja.

Cada vez son mas los trabajos que vinculan el desencadenamiento de la obesidad con
el proceso de inflamacion, especialmente en el tejido adiposo, y con ello favorecer el
desarrollo del SM (Guha, Mackman 2001, Muoio, Newgard 2006, de Ferranti,
Mozaffarian 2008). Aunque las causas de la inflamacidn relacionada con la obesidad no
han sido completamente dilucidadas, se ha puesto de manifiesto que la infiltracién de
los macréfagos en el tejido adiposo, parece jugar un papel clave en la fisiopatologia de
la inflamacién (Weisberg et al. 2003, Xu et al. 2003) proceso que se representa en la

figura 41 y que se resume a continuacion.

En los primeros estadios del proceso inflamatorio, los macréfagos se infiltran en el
tejido adiposo inducidos por el efecto sefializador de MCP1 y posteriormente activados
por los AGL secretados por los adipocitos maduros. Una vez infiltrados y activados, los
macrofagos secretan TNFa lo que induce una secrecién adicional de MCP-1 y de AGL
por parte de los adipocitos maduros, originando asi un circulo vicioso que agrava la
inflamacién en el tejido adiposo y con ello la resistencia a la insulina (Suganami,
Nishida & Ogawa 2005, Suganami et al. 2007, Hirai et al. 2010) (Figura 41). De este
modo, el “bloqueo” de esta retroalimentacién positiva se revela como un importante
diana de actuacion para el control de la inflamacidén del tejido adiposo y con ello la

prevencion de la insulinorresistencia.
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Figura 41. Esquema del desarrollo del circulo vicioso de inflamacion entre adipocitos y macréfagos.
Adaptacion de la propuesta por Hirai (Hirai et al. 2010)

Aunque todavia esta bajo estudio, diferentes autores suponen que el efecto
beneficioso de las isoflavonas sobre la prevencidon de determinadas enfermedades,
pueda ser debido a la modulacion del proceso inflamatorio (Rimbach et al. 2008).
Trabajos recientes han reportado que estos mismos biocompuestos presentan la
capacidad de regular la expresién genética de biomarcadores de inflamacién (Blay et
al. 2010). Pero aun esta por estudiar el papel de las isoflavonas sobre la regulacion del

proceso de inflamacion del tejido adiposo.

Teniendo en cuenta estos argumentos se plantearon el estudio de las isoflavonas de
soja a concentraciones dietarias, como posibles moduladores de los estadios de
inflamacién del tejido adiposo que, como se acaba de comentar, esta definido como
desencadenante de los principales mecanismos de RI. Este trabajo fue llevado a cabo
en uno de los grupos lideres en el estudio de la regulacién del proceso inflamatorio del
tejido adiposo por biocompuestos de origen vegetal, el grupo de biotecnologia de los

alimentos, liderado por el Prof. Dr. Kawada, de la Universidad de Kyoto (Japdn).
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Para abordar este estudio se realizaron diferentes trabajos in vitro. En primer lugar, se
analizé la produccion de los mediadores inflamatorios: MCP1, TNFa y NO, en un
modelo de cocultivo en contacto directo entre adipocitos maduros 3T3-L1 y
macrofagos RAW 264.7. Posteriormente, para concretar los efectos especificos de las
isoflavonas sobre cada tipo celular, se realizaron analisis de cultivos aislados, pero

tratados con medio condicionado proveniente de la linea celular complementaria.

Estudio en modelo de cocultivo directo entre adipocitos 3T3-L1 y

macrofagos RAW 264.7

En primer lugar se validé el modelo de cocultivo en contacto directo entre adipocitos
diferenciados 3T3-L1 y macréfagos RAW 264.7 siguiendo el sistema optimizado por el
grupo donde se realizd este trabajo y explicado en el correspondiente apartado de
materiales y métodos. Posteriormente se realizaron los tratamientos con las
isoflavonas y se estimd su capacidad para regular el proceso inflamatorio mediante la
cuantificacion de los mediadores inflamatorios MCP1, TNFa y NO en el medio de

cultivo y cuyos resultados se presentan a continuacién (Figura 42).

Como control del modelo experimental se contrastaron los mediadores inflamatorios
basales detectados en adipocitos 3T3-L1 diferenciados con los producidos en el
cocultivo de la misma linea celular con macréfagos RAW 264.3. El modelo de cocultivo
reveld un marcado incremento en la secrecion de todos los mediadores inflamatorios
analizados (Figuras 42 A-C) por lo que queda validado para el estudio de la regulacion
de, al menos, TNFa , MCP1 y NO. En cuanto a los tratamientos con las isoflavonas,
todas mostraron una marcada disminucién la secrecion de TNFa (Figura 42 B). La
misma tendencia se observd en la reduccién de los niveles de NO aunque sélo
mostraron diferencias significativas los tratamientos a concentracion 1uM (Figura
42C). Por su parte, el equol y la genisteina provocaron una disminucion significativa en

los niveles de MCP1 (Figura 42A).
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Figura 42. Niveles de los mediadores inflamatorios MCP1 (A), TNFa (B) y NO (C) dependientes de
isoflavonas en modelo de cocultivo.

Una vez creado el sistema de cocultivo en contacto directo entre adipocitos y macrofagos, se trato el
sistema con las isoflavonas daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a concentracion 0.1 y 1uM durante
24 horas. Posteriormente se recogio el medio de cultivo donde se analizé la concentracion de MCP1 y
TNFa por ELISA y el NO utilizando el reactivo de Griess. Los valores se muestran en porcentaje frente a la
situacién control (CTL) como la media + la DE (n>3). (* p<0,05 en referencia al grupo sin tratamiento con
isoflavonas).
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Para descartar que el resultado observado de disminucién de los marcadores
inflamatorios no fuera debido a posibles efectos de los compuestos sobre la
supervivencia celular, se estimd la viabilidad de las mismas mediante la técnica
CellTiter96 (Promega, WC, EE.UU.) siguiendo las recomendaciones del fabricante,
como se describe en materiales y métodos. De esta manera se comprobd que las
isoflavonas a las concentraciones utilizadas: 0,1 y 1uM; no disminuyen la viabilidad

celular del modelo de cocultivo entre 3T3-L1y a RAW 264.7 (Figura 43).
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Figura 43. Viabilidad celular dependiente de isoflavonas en modelo de cocultivo.

La incubacidn de las células diferenciadas con las isoflavonas daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a
concentracion 0.1 y 1 uM se realizo en condiciones de deprivacion de suero durante 24h y la estimacion
de la viabilidad celular se realizo por medio de la técnica CellTiter96 siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacion control (CTL) como la media + la
DE (n>3)

Posteriormente, para dilucidar si los efectos evidenciados sobre los mediadores
inflamatorios eran especificos de modelo celular, se realizaron estudios similares en
cultivos aislados pero bajo condiciones de inflamacién creadas con el medio

condicionado del modelo celular complementario.

Estudio de los efectos de las isoflavonas dependientes del tipo celular

Debido a que se realizaron cultivos aislados se pudo analizar, no sélo la concentracion
de MCP1, TNFa y NO en medio de cultivo sino también la modulacién de la expresiéon
génica, estimulada por los tratamientos con isoflavonas, de los mismos mediadores

inflamatorios.
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Efectos en adipocitos 3T3-L1 cultivados con medio condicionado de macréfagos RAW

264.7.
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Figura 44. Efecto de las isoflavonas sobre la estimulacion y la expresion génica de MCP-1 (A'y B) TNF-
a (Cy D)y NO (Ey F) en adipocitos cultivados con medio condicionado por macréfagos activados

Los adipocitos maduros se incubaron durante 24h con el medio condicionado de macréfagos RAW 264.7
y suplementado con las isoflavonas (Isof.) daidzeina (D), equol (E) y genisteina (G) a concentraciones 0,1
y 1uM. Los niveles de TNF-a y de MCP-1 del medio de cultivo se midieron por ELISA y la produccion de
NO fue estimada utilizando el reactivo de Griess. La expresion relativa del mRNA fue medida por Real
Time PCR (RT-PCR). Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacion control (CTL) como la
media + la DE (n>3). (* p<0.05 y ** p<0.01 en referencia al grupo control sin tratamiento con

isoflavonas)
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En este caso, el modelo experimental analizado consistido en la adiciéon del medio
condicionado de macrofagos RAW 264.7 activados con lipopolisacaridos (LPS), al
cultivo de adipocitos maduros 3T3-L1. En todos los casos la incorporacion del medio
condicionado provocd un aumenté significativo de los niveles de TNFa, MCP1 y NO
respecto al control (Figura 44 A, Cy E). Por su parte, los niveles de expresion de mRNA
de los mediadores también se incrementaron por el efecto del medio condicionado
(Figura 44 B, D y F). Sin embargo, aunque si se denota una tendencia a la reversion, los
tratamientos con las isoflavonas sélo disminuyeron de forma significativa tanto los
niveles como la expresién de MCP1, con una tendencia dosis dependiente (Figura 44 A
y B). Resultados similares fueron obtenidos por Hye Yeon Cho et al. en un modelo
celular endotelial, (Cho et al. 2011) pero, a parte de las caracteristicas especificas del
modelo elegido, que distan de las actuaciones paracrinas mediadas por el tejido
adiposo, se utilizaron concentraciones de hasta dos érdenes de magnitud superiores a
las utilizadas en este trabajo, lo que hace dificil la extrapolacién de los resultados al

ambito de la alimentacion funcional.

A continuacion se presentan los resultados referentes al estudio de las isoflavonas

sobre la linea celular de macréfagos RAW 264.7

Efectos en macréfagos RAW 264.7 activados por LPS

Para concluir esta parte del estudio inflamatorio del tejido adiposo, se investigd el
efecto antiinflamatorio de las isoflavonas sobre los macrofagos RAW 264.7 activados

con LPS cuyos resultados se exponen en la figura 45.
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Figura 45. Efecto de las isoflavonas sobre la estimulacién y la expresion génica de MCP-1 (A y B) TNF-
a (Cy D)y NO (E y F) en macréfagos activados con LPS

Los macrdfagos fueron activados con LPS (5 ug/mL) y suplementados con las isoflavonas (Isof.) daidzeina
(D), equol (E) y genisteina (G) a concentraciones 0,1 y 1uM. Los niveles de TNF-o. y de MICP-1 del medio
de cultivo se midieron por ELISA y la produccion de NO fue estimada utilizando el reactivo de Griess. La
expresion relativa del mRNA fue medida por Real Time PCR (RT-PCR). Los valores se muestran en
porcentaje frente a la situacion control (CTL) como la media *+ la DE (n>3). (* p<0.05 y ** p<0.01 en
referencia al grupo control sin tratamiento con isoflavonas)

La adicion de LPS resulté en un considerable aumento del nivel de la secrecién de TNF-
a, MCP-1y NO respecto al control (Figura 45 A, Cy D). Por su parte, a excepcién de los
tratamientos con genisteina a concentracion 0.1uM, los tratamientos con las
isoflavonas no mostraron diferencias significativas ni en los niveles de MCP-1 ni en su
expresion génica, aunque si denotaron una tendencia a la disminucién (Figura 45 Ay B).
El tratamiento con genisteina disminuyd significativamente la secrecion de TNFa de
una manera dosis-dependiente (Figura 45 C) suprimiendo también la expresién del

mRNA de TNFa (Figura 45 D).
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La activacion de los macrofagos con LPS resultd en un considerable incremento de la
produccion de NO (Figura 45 E) que se ve claramente revertida debido al efecto de las
isoflavonas con valores entorno al 20% en cuanto a los niveles de liberacion de NO
(Figura 45 E) y del orden del 50% en cuanto a la expresion genética de la forma
inducible de la sintasa de éxido nitrico (iNOS) (Figura 45 F). Estos resultados indican
gue las isoflavonas presentan efectos anti-inflamatorios en macréfagos activados con
LPS sobretodo relacionados con la disminucidon de la liberacion de NO. En un modelo
similar Blay y colaboradores demostraron una reduccion tanto de los niveles de NO
como de la expresion de eNOS debida a tratamientos de equol y genisteina, tanto si se
administraban previamente como posteriormente a la activacion de los macrofagos
con LPS (Blay et al. 2010). Sin embargo, las dosis empleadas en este trabajo, aunque
cercanas a las fisioldgicas, estaban fuera del rango éptimo para la extrapolacién de los

resultados a la ingesta de soja.

Resumen del estudio: Isoflavonas en la respuesta inflamatoria del tejido
adiposo

En este apartado se demuestra que tratamientos a dosis dietarias de isoflavonas
suprimen, de manera significativa y sin comprometer la viabilidad celular, la
produccién de los mediadores pro-inflamatorios: TNFa, MCP1 y NO en un sistema de
cocultivo en contacto directo entre adipocitos maduros 3T3-L1 y macréfagos RAW
264.7. Sin embargo, no se obtiene el mismo resultado en los experimentos realizados a
los tipos celulares cultivados de forma aislada. Lo que explicaria un efecto de las

isoflavonas dependientes de tipo celular.

Cabe destacar que los estudios en cocultivo revelaron que las isoflavonas presentan un
efecto mds eficaz en la inhibicién de los mediadores inflamatorios analizados,
sobretodo en el caso del TNFa, que cuando se realizo el analisis en los cultivos aislados.
Este dato sugiere que el sistema de cocultivo es menos efectivo que la estimulacién
con LPS en la activacion de macrofagos debido, posiblemente, al efecto que presenta
el LPS sobre la activacion del receptor TLR-4 (Aderem, Ulevitch 2000). Este fenémeno
resulta en la activaciéon de la biosintesis de diversos mediadores inflamatorios,

(Medzhitov, Janeway 2000) que conllevaria un alto grado de inflamacion dificilmente
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revertido por las isoflavonas y no alcanzable en el sistema de cocultivo, siendo este
ultimo mas representativo de la fisiopatologia in vivo. Independientemente, hay que
tener en cuenta que son tanto o mas importante las relaciones paracrinas existentes
entre ambos tipos celulares que los efectos a nivel individual, debido al circulo vicioso
gue se establece entre adipocitos y macréfagos que desencadena la IR (Suganami,
Nishida & Ogawa 2005, Suganami et al. 2007). En este aspecto, se ha demostrado que
las isoflavonas son capaces de bloquear este circuito quedando evidente su potencial
usos para el tratamiento de la inflamacion del tejido adiposo y con ello de la

resistencia a la insulina.

En los experimentos realizados en adipocitos maduros cultivados con medio
condicionado, los tratamientos con las isoflavonas sdlo mostraron diferencias
significativas en los niveles de MCP1, eso si, tanto de secrecion como de expresion
génica, pero no de TNFa ni de NO. Este hecho invita a pensar que la modulacién de
estos mediadores venga por parte del efecto de las isoflavonas sobre los macréfagos,
hecho que concuerda con los resultados obtenidos en los experimentos con
macrofagos activados con LPS. En este caso, si que se evidencian diferencias
significativas tanto en los niveles secretados como en la expresion relativa

especialmente de NOS, pero también de TNFa.

En conclusién, las isoflavonas derivadas de soja, disminuyen la producciéon de
mediadores proinflamatorios como el TNFa, MCP1, y NO en un sistema de cocultivo
entre adipocitos 3T3-L1 y macréfagos RAW 264.7. En este estudio también se ha
demostrado que la reduccion de los niveles de MCP-1 se debe principalmente al efecto
de las isoflavonas sobre los adipocitos, mientras que la disminuciéon tanto de los
niveles de TNF-a como de NO en cocultivo se puede atribuir a los efectos sobre los
macroéfagos. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que las isoflavonas
derivadas de la soja pueden ser incluidas como ingredientes bioactivos en alimentos
funcionales ya que se ha demostrado su efecto en la regulacién del componente
inflamatorio del tejido adiposos lo que resultaria en la atenuacion tanto de la Rl como

de sus manifestaciones patoldgicas, especielamente el SM.
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Estudio in vitro de las vias moleculares de actuacion del EGCG
como modulador del metabolismo energético independiente de

insulina

Como se ha comentado en la introduccién, varios trabajos atribuyen los efectos
beneficiosos del té verde sobre el control del SM, a su elevada concentracion en
catequinas, en especial de EGCG. Se ha demostrado que el EGCG es eficaz en modelos
animales diabéticos ya que aumenta notablemente la tolerancia a la glucosa y mejora
diferentes parametros tanto del metabolismo glucidico como del lipidico. Sin embargo,
los mecanismos subyacentes a estos fendmenos se encuentran aun bajo estudio, y
aunque si que se han propuesto diferentes mecanismos, son muy pocos los trabajos
que los certifican a concentraciones dptimas para poder ser atribuibles a la ingesta de
té verde. En consecuencia, en esta parte del trabajo, se presentaran los resultados
derivados de la hipdtesis de esta Tesis con el fin de aportar conocimiento sobre las vias

de actuacion molecular del EGCG en un modelo de musculo esquelético.

En la literatura son diferentes las vias de actuacion que se sugieren para explicar los
efectos del EGCG pero muy pocas las que lo hacen trabajando dentro del rango de
concentraciones encontradas en plasma después de la ingesta de té. De hecho,
dependiendo de las dosis utilizadas, los resultados obtenidos del tratamiento con
EGCG se presentan muy variados. A modo de ejemplo, tratamientos a dosis iguales o
superiores a 20uM estan relacionados con la estimulacion de apoptosis en diferentes
lineas celulares (Lambert, Yang 2003, Yang et al. 2006, Waltner-Law et al. 2002) lo que
sugiere un efecto beneficioso del EGCG en el tratamiento de diferentes tipos de cancer.
Sin embargo, estos datos se pueden atribuir a tratamientos farmacoldgicos con EGCG
no derivados de la ingesta de té, ya que catequinas como el EGCG presentan una
limitada biodisponibilidad en el ser humano lo que hace practicamente imposible
encontrar concentraciones de EGCG superiores a 5uM en plasma tras la ingesta de té

de forma habitual (Lee et al. 2002).
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Por su parte, se ha descrito que a concentraciones inferiores al 5uM el efecto del EGCG
sobre la regulacion del metabolismo energético viene mediada por la activacion de la
via de AMPK y no tanto por la estimulacién de la via insulinica (Collins et al. 2007).
Debido a que en este estudio el objetivo es trabajar a concentraciones dietarias de

EGCG, se planted el estudio del EGCG como modulador de la via AMPK.

Efectos sobre la modulacion de la via AMPK
Efectos del EGCG sobre AMPK

Experimentos previos realizados en el laboratorio donde seha llevado a cabo esta tesis,
revelaron un incremento de AMPK en musculo esquelético de ratén, dependiente de
la ingesta de una bebida a base de té verde. Posteriormente, se obtuvieron resultados
similares substituyendo el té por su principal catequiza, el EGCG (datos no publicados).
Para completar este trabajo, se planted el estudio in vitro del EGCG con el fin de
esclarecer si su efecto estaba relacionado no sélo con el incremento de la expresion

génica de las proteinas que forman el heterodimero AMPK sino que también con el de

su actividad.
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Figura 46. Efectos del EGCG sobre la fosforilacion de AMPK en miotubos L6.

A: imagen representativas de la inmunodeteccion de AMPK total y fosforilado en su Thr'”? en miotubos
diferenciados L6 estimulados durante 10 minutos con EGCG a concentraciones de rango 0.5 a 5 uM. B:
Andlisis densitométrico de la proteina fosforilada normalizada por la concentracion total de la misma.
Los valores se muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 ** p<0,01 en referencia al grupo control
estimado como tal el no tratado con EGCG).
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El EGCG induce la fosforilacion de AMPK-a en miotubos L6 con un componente dosis
dependiente (Figura 46). La interpretacion de estos resultados indica que tratamientos
agudos con EGCG resultan en un incrementos de actividad de AMPK a. Resultados
similares fueron obtenidos por Takatoshi y colaboradores (Murase et al. 2009) no sélo
en modelo in vitro de musculos esquelético sino que también en modelo de tejido
adiposo y hepatico, lo que supondria un efecto sobre la regulacién del metabolismo de
tres de los tejidos mas implicados en la regulacién de la homeostasis energética. Sin
embargo, aunque prometedores, estos resultados son de dificil extrapolacién al
ambito de la alimentacion, ya que el rango de concentraciones utilizado variaba entre

50 a 150 uM.

Teniendo en cuenta la reproducibilidad de los resultados de Takatoshi en diferentes
tejidos, se puede sugerir que los resultados mostrados en la figura 46 podrian ser
igualmente reproducibles tanto a nivel adipocitico como hepatico, lo que confiere un
importante potencial de accion sobre la regulacion energética atribuible a la EGCG
dietario auque se requieren experimentos especificos en estos tejidos para corroborar

esta hipotesis.

La activacion de AMPK resulta en una estimulacién de los procesos metabdlicos
relacionados tanto con el incremento de la produccidon de ATP como con el descenso
de los que lo hidrolizan (Hardie et al. 2003). En la actualidad se acepta como marcador
de la activacion de AMPK la fosforilacion de la subunidad o (AMPK a) en su treonina
172 (Thr'’?) (Hardie 2008), de hecho esta fosforilacién se ha considerado como diana
terapéutica para el tratamiento de pacientes diabéticos; fruto de este trabajo han
surgido diferentes farmacos como la metformina (Knowler et al. 2002) o el AICAR
(Taylor, Goodyear 2007) capaces de inducir la fosforilacion de AMPK en su residuo
Thr'’?. Teniendo en cuenta, no sélo que esta descrita la activacién de AMPK por AICAR,
sino que este fendmeno resulta en efectos beneficiosos en la regulacién del
metabolismo energético (Russell et al. 1999) se quiso comprobar si el efecto del EGCG

era comparable al del AICAR.
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Figura 47. Efectos del AICAR y del EGCG sobre la fosforilacion de AMPK en miotubos L6.

A: imagen representativa de la inmunodeteccion de AMPK total y fosforilado en su treonina 172 (Thrm)
en miotubos diferenciados L6 tratados durante 30 minutos con Compound C (5uM) y estimulados
durante 10 minutos con EGCG (5uM) o AICAR (2mM). B: Andlisis densitométrico de la proteina
fosforilada normalizada por la concentracion total de la misma. Los valores se muestran como la media +
DE (n>3) (* p<0,05 ** p<0,01 en referencia al grupo control de cada grupo estimado como tales los no
tratados con compound C).

A tenor de los resultados mostrados en la figura 47, se puede afirmar que el
comportamiento del EGCG es similar al del AICAR sobre la activacion de AMPK, hecho
también corroborado mediante la incorporacion al sistema del compound C, inhibidor
de la fosforilacion de AMPK, que revierte el efecto de tanto del AICAR como del EGCG.
Aunque se puede estimar la activacién de AMPK por la fosforilacién de su Thr'’2
(Hardie 2008) es importante estudiar otros puntos clave de la via del AMPK debido a
gue su regulacién presenta complicada (para un analisis mds detallado de la via
consultar anexo IV: Via AMPK). En consecuencia, se ponen de manifiesto las
limitaciones de valorar la estimulacion de todos los fendmenos relacionados con la

activacién de AMPK sélo por la fosforilacién de su residuo Thr’2.
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Efectos del EGCG sobre ACC

Entre las diferentes vias de actuacion que gobierna AMPK, se puede destacar la
fosforilacién de la acetil coenzima A carboxilasa (ACC) en su serina 79 (Ser’®) por estar
directamente relacionada con el metabolismo Iipl’dico23 y por ser la diana susceptible
de fosforilacion por la activacion de AMPK. Debido a esto se quiso comprobar si el
efecto de EGCG sobre AMPK resultaba en la inhibicién por fosforilacion de la actividad

de ACC.
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Figura 48.Efectos del EGCG y del AICAR sobre la fosforilacién de ACC en miotubos L6.

A/B: imdgenes representativas de la inmunodeteccién de ACC total y fosforilado en su Serina 79 (Ser79)
en miotubos diferenciados L6 tratados durante 30 minutos con Compound C (5uM) y estimulados
durante 10 minutos con EGCG (5uM) o AICAR (2mM). C/D: Andlisis densitométrico de la proteina
fosforilada normalizada por la concentracion total de la misma. Los valores se muestran como la media +

DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo control de cada grupo estimado como tales los no tratados con
compound C).

El EGCG favorece la fosforilacion de ACC en la Ser” con un componente dosis
dependiente (Figura 48 C) y este fendmeno es comparado al que ofrece el AICAR
(Figura 48 D). La coherencia de estos resultados con los mostrados en las figuras 46 y
47, aportan robustez a la estimacion de la actividad derivada de la fosforilacion de
AMPK por EGCG ya que repercute directamente sobre la activacion de la B oxidacidn

por inhibicion de la actividad de la ACC por fosforilacion.

2 El Malonil CoA inhibe la CPT1 y con ello el trasporte de AGL al interior mitocondrial limitando asi la f8
oxidacion, pero la fosforilacion de ACC inhibe la transformacion de Acil CoA en Malonil CoA.

202



Resultados y discusion

Aunque no existen trabajos en los que se hayan valorado la fosforilacion de ACC por
accion del EGCG, si que se ha publicado efectos de esta catequina sobre determinadas
quinasas activadoras de AMPK (Murase et al. 2009). Las quinasas descritas como
activadoras directas de AMPK son LKB1 y CaMKK (Shaw et al. 2004) y en concreto, se
ha sugerido que el efecto del EGCG sobre AMPK pueda estar mediado por la activacién
de LKB1 (Murase et al. 2009) si bien es cierto que estas conclusiones se obtuvieron con
la aplicacién de EGCG a dosis muy superiores (150uM) a las testadas para la

elaboracion de esta tesis.

A parte de comprobar los efectos moleculares de EGCG a dosis dietarias, sobre la via
de AMPK, se quiso corroborar los efectos metabdlicos de estos resultados y en primer
lugar se quiso estimar si los efectos de EGCG sobre AMPK repercuten directamente

sobre la concentracion de ATP.

Andlisis de la modulacion del ratio ATP/ADP

La activacion de AMPK resulta en la activacidn-inactivacién de diferentes procesos
celulares con el fin de incrementar el ratio ATP/ADP. Debido a que se ha demostrado
un incremento de la activacion de AMPK dependiente de EGCG, parece logico pensar
que también incrementara los niveles totales de ATP, y con ello del ratio ATP/ADP.

Para comprobar esta hipdtesis se realizd un analisis de la concentracion de ATP y ADP.

EGCG 0,5
120 + —8—EGCG 2,5
—Aa—EGCG 5

1111 N e

80 -

Ratio relativo ATP/ADP (% vs CTL)

0 5 10 30

Tiempo (minutos)

Figura 49. Efectos del EGCG sobre la modulacion del radio ATP/ADP.

La toma de dato se realizé como se describe en el correspondiente apartado de materiales y métodos a
partir de miotubos diferenciados L6 tratados durante 5 10 y 30 minutos con EGCG (5uM). Los valores se
muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo CTL).
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El estudio de la curso temporal del ratio ATP/ADP en presencia de EGCG (Figura 49)
corrobord la hipétesis del incremento de la concentracion de ATP mediado por EGCG,
ya que al cabo de 30 minutos de tratamiento, se denotaron incrementos del 10 y 20%
atribuidos a concentraciones de EGCG de 2.5 y 5 uM respectivamente, lo que también
demuestra el efecto dosis-dependiente. Resultado interesante fue el encontrado a los
5 minutos de tratamiento puesto que en todos los casos, el EGCG mostraba una
disminucion significativa, del orden del 10%, de la concentracién total de ATP respecto
la situacidn control (Figura 49). Dicho resultado sugirio la idea de que fuera ésta
disminucion inicial de ATP provocada por el EGCG la sefal que activaria
posteriormente AMPK y cuya consecuencia seria incrementar los niveles de ATP al
cabo de 30 minutos como se muestra en la figura 49. La interpretacion de este
resultado suscitd una nueva pregunta en el grupo de investigacidon écédmo el EGCG es
capaz de disminuir la concentracion de ATP a los 5 minutos de tratamiento? Para
intentar dar solucidn a esta pregunta se planted la hipdtesis de que el EGCG podria
influir sobre las vias implicadas en el balance energético celular del musculo
esquelético y para analizarlo se estudié las posibles variaciones en el flujo glicolitico

y/o en la respiracion mitocondrial, dependientes de EGCG.

Efecto sobre la actividad metabdlica

Analisis del flujo glicolitico
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Figura 50. Efecto del EGCG sobre la produccion de lactato en miotubos L6.

Los miotubos fueron incubados con EGCG (5uM) y la toma de muestras se realizo cada 5 minutos
durante media hora. Los valores se muestran en concentracion de lactato como la media + la DE (n>3)
(* p<0,05 en referencia a la situacion control)
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El estudio de la cinética de produccién de lactato dependiente del tratamiento con
EGCG a dosis 5uM no revela diferencias significativas en el flujo glicolitico respecto a la
situacion control (Figura 50). Aunque si que hay trabajos que describen una
modulacion del flujo glicolitico en cardiomiocitos tratados con EGCG, no estimada por
la produccion de lactato sino atribuida a un incremento de la actividad de la LDH (Li et
al. 2010). Como es de costumbre en los trabajos que describen las vias moleculares de
actuacién del EGCG, las dosis aplicadas son de hasta dos 6rdenes de magnitud a las
utilizadas para la elaboracién de esta tesis, con las complicaciones que esto supone

para extrapolar los resultados a la ingesta de té.

Siguiendo con la hipdtesis establecida, se pasé al estudio del EGCG sobre la posible

modaulacion de la respiracién mitocondrial.

Analisis de la respiracion mitocondrial

De acuerdo con la hipdtesis quimiosmatica propuesta por Mitchell en 1961 (MITCHELL
1961) que le ayudo a ser galardonado con el premio Nobel en 1978, los protones son
transportados desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana por una
serie de reacciones conocidas como la cadena de trasporte de electrones (CTE) donde

el oxigeno es el ultimo aceptor de esto electrones formando una molécula de agua.

El retorno de los protones hacia la matriz mitocondrial tiene lugar, principalmente, a
través de la ATPasa que aprovecha la energia liberada en este proceso para fosforilar
ADP formando asi ATP. De esta manera, se dice que la CTE estd Acoplado a la
fosforilaciéon de ATP y en este caso se puede estimar la concentracion de ATP por el
consumo de oxigeno mitocondria. Este fendmeno no es eficiente al 100% ya que, de
forma fisioldgica, existen fugas de protones que no regresan a la matriz a través de la
ATPasa por lo que no se genera ATP, en este caso se dice que la CTE y la formacién de
ATP, se encuentran desacopladas de manera que aun existiendo un consumo de
oxigeno no hay sintesis de ATP. Sin embargo, inhibiendo el paso total de protones a
través de la ATPasa, fendmeno que se consigue con tratamientos con oligomicina, se

puede estimar el consumo de oxigeno que no esta acoplado a la produccion de ATP.
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Teniendo en cuenta este proceso que se acaba de resumir se quiso analizar el efecto
del EGCG sobre la respiracion mitocondrial tanto acoplada como desacoplada o

resistente a oligomicina.
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Figura 51. Efecto del EGCG sobre la respiracién mitocondrial

El consumo de oxigeno por parte de los miotubos L6 tratados con EGCG 5uM y en medio HBSS fue
determinado por Respirometria de alta resolucion como se describe en el correspondiente apartado de la
seccion materiales y métodos utilizando Oligomicina (1ug/mL) cuando fue necesario. Los valores se
muestran como la media * la DE (n>3) (* p<0,05 en referencia a la situacién control)

En situacion de acoplamiento (Figura 51 A) se insinda un incremento del consumo de
oxigeno mitocondrial dependiente de EGCG, aunque no se revela como
estadisticamente significativo. Sin embargo, este incremento si que se muestra
estadisticamente significativo en el caso del consumo de oxigeno dependiente de
oligomicina (Figura 51 B). Este resultado sugiere un cierto grado de desacoplamiento
entre el CTE y la formacion de ATP debido al EGCG que explicaria la inicial bajada de
ATP que se muestra en la figura 49. El mecanismo por el cual el EGCG es capaz de

inducir este grado de desacoplamiento se explica a continuacion.

Descripcion de los mecanismos de accion del EGCG

Efecto sobre las proteinas desacopladoras (UCP’s)

El mecanismo que explica la fuga de protones relacionada con el desacoplamiento se
encuentra aun bajo estudio, aunque esta aceptado que el proceso esta mediado, en

gran parte, por unas proteinas que permiten el retorno de los protones a la matriz
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mitocondrial independientemente de la formacién de ATP, causando asi el
desacoplamiento entre CTE y la formacion de ATP. Debido a este fendmeno dichas
proteinas fueron bautizadas con el nombre de proteinas desacopladoras (UCP’s)
(Nicholls, Bernson & Heaton 1978, Klingenberg, Huang 1999). A tenor de los resultados
mostrados en la figura anterior (Figura 51) , en la que se muestra un incremento del
consumo de oxigeno vinculado al proceso de desacoplamiento; se sugiere que el EGCG

podria presentar algun efecto sobre la regulacion o modulacién de las UCP’s.

En la actualidad se conocen 5 isoformas de UCP’s : 1, 2, 3, 4 (SLC25A27) y 5 (SLC25A27)
(Nedergaard, Ricquier & Kozak 2005) su localizaciéon en los tejidos depende de la
isoforma, asi la UCP1 se encuentra ampliamente distribuida en el tejido adiposo
marrén (Nicholls, Bernson & Heaton 1978) mientras que las mads representativas del
musculo esquelético son la UCP2 y la UCP3 (Schrauwen, Hesselink 2002) debido a que
el modelo in vitro utilizado es de musculo esquelético, se quiso analizar si el EGCG

ofrecia algun efecto sobre estas ultimas proteinas.
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Figura 52.Efectos del EGCG sobre la expresion de las proteinas desacopladoras UCP2 y UCP3 en
miotubos L6.

A/C: imdgenes representativas de la inmunodeteccion de UCP3 y UCP2 en miotubos diferenciados L6
tratados durante 30 minutos con cichoeximida (1uM) y estimulados durante 10 minutos con EGCG (0.5
2.5 y 5uM). B/D: Andlisis densitométrico de la proteina UCP3 y 2 respectivamente. Los valores se
muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo control).
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Tratamientos agudos con EGCG promueven un incremento los niveles de UCP2 con
caracter dosis dependiente (Figura 52 C). Sin embargo, este fendmeno no se observa
en la isoforma 3 (Figura 52 A). Esta diferencia puede explicarse debido a que, aunque
ambas UCP estan relacionadas con la regulacion del balance energético del musculo
esquelético, la funcion de UCP3 estd mds vinculada con la regulacion de la
termogénesis (Costford et al. 2007) este fendmeno podria explicar la falta de variacion

en la concentracién de UCP3 debida a EGCG (Figura 52 A).

Por su parte, la expresion de UCP2 esta mas relacionada con la neutralizacién de las
especies reactivas de oxigenos (ROS) (Zaninovich 2005) que se producen a lo largo de
la CTE, debido a esto existen mecanismos que otorgan a UCP2 una capacidad rapida de
modulacion. Dichos mecanismos se han descrito tanto a nivel transcripcional (Chan et
al. 2009) como a nivel traduccional (Hurtaud et al. 2007) pero debido a que 10 minutos
se antoja poco tiempo para provocar efectos a nivel de expresion proteica
dependientes de la transcripcion génica, se analizo si los efectos del EGCG sobre el
incremento de UCP2 estaban mediados por estimulacién de su traduccion. Con este fin
se repitid el experimento incluyendo tratamientos con cicloheximida como inhibidor
del proceso de la traduccion. Los resultados que se muestran en la figura 52 indican
gue EGCG estimula un incremento de la concentracion de UCP2. El hecho de que la
cicloheximida revierta este efecto indica que los efectos del EGCG sobre UCP2 estén
mediados por una estimulacién de la traducciéon del mRNA de UCP2 que se resuelve en

un incremento de sus niveles proteicos.

También se comprobo una reversidon de la fosforilacion de AMPK inducida por EGCG
con tratamientos con cicloheximida (datos no mostrados) pero, aunque apoya la
hipotesis de que el efecto del EGCG sobre la activacion de AMPK venga mediado por la
regulacion de la transduccién de UCP2, parece légico que se inhiba la fosforilaciéon de
AMPK con la inhibicion de la sintesis proteica ya que es un proceso que requiere ATP y
si se inhibe este procesos y no se gasta ATP, no se activard AMPK. Para poder dilucidar
esta hipotesis se realizd el estudio de si la activacion de AMPK era sensible a genipina,

un inhibidor de la actividad de UCP2.
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Figura 53.Efectos de la Genipina sobre el incremento de actividad de AMPK estimulada por EGCG en
miotubos L6.

La actividad de la AMPK se estimd segun se detalla en el correspondiente apartado de la seccion de
materiales y métodos, a partir de miotubos L6 tratados durante 30 minutos con genipina (G) a
concentracion 50 y 100 uM 'y estimulados durante 10 minutos con EGCG ( 2.5 y 5uM). Los valores se
muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo CLT).

La genipina, a concentracion 50 y 100uM, inhibe el efecto del EGCG sobre la actividad
de AMPK en miotubos L6 practicamente hasta alcanzar niveles basales (Figura 53).
Estos resultados validan la hipotesis de que el efecto del EGCG sobre la activacion de

AMPK esta mediado a corto plazo por la regulacidn de la transcripcion de UCP2.

El hecho de que la genipina inhiba la funcién de UCP2 pero no su sintesis pone de
manifiesto la necesidad de corroborar la via de la traduccion genética para dilucidar
completamente esta hipdtesis. De este modo, se planted un estudio basado en la
técnica de silenciamiento génico por siRNA para comprobar si la inhibicion
especificamente de la traduccién de UCP2 resultaba también en un descenso de la
activacion de AMPK estimulada por EGCG, ya que se ha sugerido que los efectos del
EGCG puedan venir via activacion de UCP2 y que, como se demuestra en la figura 52,

la inhibicién de la transcripcion de revierte los efectos del EGCG sobre UCP2.
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Figura 54.Efectos de los siRNA NC, 19 y 21 en la activacion de AMPK estimulada por EGCG en
miotubos L6.

A imagen representativa de la inmunodeteccion de AMPK en miotubos diferenciados L6 transfectados
con los siRNA 19 y 20 que inhiben la traduccion de mRNA de UCP2, y estimulados durante 10 minutos
con EGCG (5uM) como control negativo del silenciamiento génico se utilizo el siRNA NC. B: Andlisis
densitométrico de la proteina fosforilada normalizada por la concentracion total de la misma. Los
valores se muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo control definido en este
caso como el tratamiento con EGCG y con el siRNA NC).

Los tratamientos con siRNA especificos que presentan complementariedad con
diferentes regiones de UCP2 (siRNA 19 y 21) disminuyen de forma significativa la
activacion de AMPK a estimulada por EGCG (Figura 54). Como control del proceso se
realizaron dos aproximaciones. Para la primera se analizaron los datos de la supresion
de la transcripcion mediada por los siRNA por la técnica de RT-PCR (figura 55) en la
gue se demuestra el efecto de los siRNA en la reversion de la concentracion del mRNA
de UCP2. Por otro lado, en ambos procesos se utilizd6 como referencia para la
normalizacion de los datos, un siRNA que no presenta complementariedad con el
MRNA de UCP2 (NC) por lo que no inhibe su traduccion. De esta manera se pudo
concluir que concluir que los efectos del EGCG sobre la activacion de AMPK estan

regulados por la activacidon de la transcripcion de UCP2.
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Figura 55.Efectos de los siRNA NC, 19 y 21 sobre la expresion de UCP2.

Los miotubos diferenciados se trasfectaron con los siRNA NC, 19y 20y estimulados durante 10 minutos
con EGCG (5uM). La expresion relativa del mRNA fue medida por Real Time PCR (RT-PCR) como se
describe en el correspondiente apartado de la seccion de materiales y métodos. Los valores se muestran
en porcentaje frente a la situacion control (CTL) como la media + la DE (n>3). (* p<0.05 en referencia al
grupo NC)

El hecho que se obtengan resultados muy similares utilizando dos siRNA que bloquean
el mRNA de UCP2 por complementacion en dos regiones diferentes, siRNA 19 y 21,

(Figura 54 y 55) aporta mas validez a la hipdtesis.

Psteriormente, se quiso ahondar un poco mas en la descripcién del mecanismo por el
cual EGCG presentaba una especificidad sobre el incremento de la transduccion de
UCP2. Como se ha comentado anteriormente, la expresion de UCP2 aumenta en
situaciones de estrés oxidativo (Zaninovich 2005) asi que el siguiente objetivo estaba
encaminado al estudio del origen de dicho estrés y el papel que juega el EGCG en este

proceso.

Efectos sobre la produccion de ROS

En el contexto de estrés oxidativo, la mayoria de los estudios realizados sugieren un
efecto antioxidante al EGCG tanto en modelos in vivo como en modelos in vitro (Lee et
al. 2002) Sin embargo se quiso comprobar si el EGCG producia algun efecto en la
estimulacion de la generacién de ROS y con ello de estrés oxidativo bajo las
condiciones experimentales que se han llevado acabo para la elaboracién de este

estudio.
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Figura 56. Efectos del EGCG sobre la produccion de ROS en miotubos L6.

Los miotubos diferenciados fueron tratados con DCFH-DA (10uM) durante 30 minutos y posteriormente
estimulados durante 10 minutos con EGCG (0.5 2.5 y 5uM). La estimacion de la capacidad antioxidante
se realizé por DCFH-DA como se detalla en el correspondiente apartado de la seccion de materiales y
métodos. Los valores se muestran en porcentaje frente a la situacion control (CTL) como la media + la DE
(n>3). (* p<0.05 y ** p<0.01 en referencia al grupo CTL)

El EGCG presenta capacidad antioxidante a dosis de 0.5 a 5 pM con caracter dosis
dependiente en miotubos L6 (Figura 56). Este resultado no parecia coherente con lo
estipulado a priori, ya que si la traduccion de UCP2 se incrementa debido a un
aumento del estrés oxidativo no parece logico que lo haga también en presencia de
EGCG cuando, como se acaba de comprobar, éste compuesto presenta capacidad

antioxidante.

Repasando el concepto de antioxidante, como aquel compuesto con capacidad para
retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas debido a que se oxidan ellos
mismos; se pone de manifiesto que los subproductos de esta primera autooxidacién
puedan ser los responsables de, a parte de evitar la oxidaciéon de otras moléculas,
activar diferentes mecanismos con capacidad de reducir el dafio oxidativo. En
definitiva de actuar como un precondicionamiento que prepararia a la célula para un
futuro ataque oxidativo. Este fendmeno explicaria el aumento del UCP2 en respuesta a
EGCG debido a un inicial proceso de autooxidacion del EGCG. De hecho existen

estudios que demuestran efectos prooxidativos del EGCG (Suh et al. 2010).

Debido a las particularidades de la técnica elegida para la obtencién de los resultados
mostrados en la figura 56, resulté muy dificil la estimacién de los efectos prooxidantes

del EGCG a corto plazo. Asi que para poder confiramar esta hipoteis se sugirid que el
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tratamiento con antioxidantes que disminuyen la autooxidacion del EGCG, podrian
limitar los efectos a corto plazo sobre UCP2 y con ello la activaciéon de AMPK a. Para
abordar esta hipdtesis se realizé un experimento con Trolox, forma soluble del
antioxidante, vitamina E (Nair et al. 2003) y con N-acetilcisteina (NAC) por su capacidad
de incrementar los niveles de glutatién (Atkuri et al. 2007) descrito como uno de los

principales antioxidantes naturales celulares (Pompella et al. 2003).
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Figura 57.Efectos de los antioxidante NAC y TROLOX sobre la fosforilacion de AMPK y ACC. Imdgenes
representativas de la inmunodeteccion de la fosforilacion de AMPK y ACC en miotubos diferenciados L6
tratados durante 30 minutos con N-acetil cisteina (NAC) 100 uM o TROLOX (50 uM) y estimulados
durante 10 minutos con EGCG (0.5 2.5 y 5uM). B/C: Andlisis densitométrico de las proteina fosforilada
AMPK y ACC respectivamente y normalizada por la concentracion total actina. Los valores se muestran
como la media + DE (n>3) (* p<0,05 en referencia al grupo control de cada grupo estimado como tales
los no tratados con compound C).

Tanto la fosforilacion de AMPK como la de ACC estimulada por EGCG son parcialmente
inhibidos por Trolox y N-acetil-cisteina (Figura 57). Aunque los efectos sobre la
disminucion de la fosforilacidon se observa en ambas proteinas, es en el caso del ACC

donde se presentan las mayores diferencias (Figura 57 C).
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Implicacién del Ca*

Como se ha comentado anteriormente existen dos quinasa con capacidad de fosforilar
AMPK en su parte catalitica, que son LKB1 y CamKK. Es conocido que la activacion de la
CamKK es sensible a los niveles de Ca**. Se ha descrito gue a través de la UCP3 se
puede liberar el calcio del reticulo endoplasmatico hacia el citoplasma (De Marchi U
2011). Por su parte, la mitocondria actua, al igual que el reticulo endoplasmatico,
como reservorio de Ca®". Con estar premisas se sugiere se pueda liberar parte del ca®
almacenado en la mitocondria, a través UCP2, y que este incremento del ca*
citoplasmatico resultaria en una activacion de la CaMKK y con ello la posterior
activacion de AMPK. Para corroborar esta hipdtesis se realizdé un experimento en el

gue se inhibiod la activacion de CamKK dependiente de calcio, utilizando el compuesto

STO-6009.
A B
5
STO 690 (20 pM) " + + + g
EGCG (uM) 05 05 25 25 5 5 g 100 1
K ©
p-AMPK (Thr172) | L g ‘| £
K
AMPK|___.__._._ .._| =
3
£ 50-
[
£ 05 05 25 25

EGCG (uMm) O 0 5 5
STO 690 (20 M)  + + + +
C D ) )
STO 690 (20 pM) + 1 + + S 150
[=
05 05 25 25 5 5 8
EGCG (uM) :
100 1
p-ACC (Ser™) |,.. P | 2
— S
T
(1]
3
£ EGCG (uM) 0 0 05 05 25 25 5 5
STO 690 (20uM)  + + + +

Figura 58.Efectos del STO-609 sobre la induccién de la fosforilacion de AMPK y ACC estimuladas por
EGCG en miotubos L6.

A/C: imdgenes representativas de la inmunodeteccion de la fosforilacion de AMPK en miotubos
diferenciados L6 tratados durante 30 minutos con STO-609 (20uM) y estimulados durante 10 minutos
con EGCG (0.5 2.5 y 5uM B/C: Andlisis densitométrico de las proteina fosforilada normalizada por la
concentracion total de la misma. Los valores se muestran como la media + DE (n>3) (* p<0,05 en
referencia al grupo control de cada grupo).
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Aunque se denota una clara tendencia a la disminucién de la fosforilacion estimulada
por EGCG sobre AMPK dependiente de tratamientos con STO 609 (Figura 58 A), el
analisis estadistico de los resultados obtenidos por la densitometria revelan que no
son estadisticamente diferentes (Figura 58 B). Sin embargo, si se analizan los datos de
la fosforilacion de ACC se puede observar, a parte de una clara reversién de la
fosforilacién debida al STO 609 (Figura 58 C), que son diferencias significativas en el
caso de los tratamientos a concentraciones de 2,5 y 5 uM de EGCG (Figura 58 D) con
un componente dosis dependiente que puede ser observado desde dosis 0.5uM de

EGCG.

Resumen del estudio: EGCG como regulador del metabolismo energético
en musculo esquelético

Son variados los trabajos que evidencian una relacién directa en la activacion de AMPK
con tratamientos con EGCG (Hwang et al. 2005, Zhang et al. 2011, Collins et al. 2007,
Chen et al. 2012, Lee et al. 2012, Zhang et al. 2010) pero escasos los que sugieren un

mecanismo de actuacion al respecto.

Se ha descrito que el efecto de EGCG sobre AMPK esta mediado por la activacién de
LKB1 (Jaleel et al. 2006) aunque las dosis aplicadas exceden las atribuibles a la ingesta
de té verde, por lo que la mayoria de los trabajos publicados sobre AMPK y EGCG son
extrapolables al campo farmacolégico mds que al de la alimentacién funcional, interés

de esta Tesis.

En la elaboraciéon de esta parte experimental se ha demostrado que los tratamientos
con EGCG presenta un mecanismo de accidn doble sobre la activacion de AMPK ya que
se movilizan vias diferentes. En primer lugar, su rapida oxidacion estimula un
incremento de la traduccidn de UCP2, que se situa en membrana mitocondrial
causando un desacoplamiento en el proceso de la fosforilacion oxidativa. Este
fendmeno resulta en una inicial reduccion intracelular de los niveles de ATP sefal que

resulta en la posterior activacion de AMPK.
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Por otra parte, el hecho de que el STO-609 sea capaz de revertir este efecto sugiere
gue el incremento de la transduccion de UCP2 pueda estar directamente relacionado
con un incremento de la liberacién de Ca’" de la mitocondria hacia el citoplasma, lo

gue comportaria una activacion de CaMKK que contribuiria a la activacion de AMPK.

Como resumen de este apartado, se presenta un esquema del posible mecanismo de

actuacién del EGCG sobre la activaciéon de AMPK.

MRNA de UCP2 Musculo esquelético
N e

Autooxidacion

CaMKK
V:
° .'9 Desacoplamiento

o e v

° B Y
J ATP —>‘—> 1 ATP

Mitocondria

Sl I
ML T EGCG . ucr2 ® calcio e > translocacién —= qctivacion

Figura 59.Propuesta de mecanismo de accion del EGCG sobre la activacion de AMPK
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1° Las isoflavonas de soja, genisteina, daidzeina, y su metabolito equol, en el
rango de 0,1 a 5 umolar, revierten la pérdida de transduccion de sefial insulinica
asociada a la insulinorresistencia, con intervenciéon de receptores estrogénicos, en
modelos in vitro de musculo esquelético (miotubos L6) y de tejido adiposo (adipocitos

3T3-L1).

2° A nivel del musculo esquelético con R, las isoflavonas estudiadas estimulan la

fosforilaciéon de AS160, favoreciendo la captacién de glucosa de forma asociada a un

aumento del flujo glicolitico.

3° A nivel de tejido adiposo con RI, las isoflavonas estudiadas estimulan la

captacion de AGL. Fendmeno mediado en parte por receptores estrogénicos.

4° Las isoflavonas estudiadas presentan una marcada funcion como ligandos de

PPAR a y PPAR y en hepatocitos FAO. Este fendmeno resulta en una reduccion del

contenido intracelular de TG sin incremento en la expresion de CPT1 ni de AOX .

5° En cuanto a la modulacién del proceso inflamatorio, las isoflavonas estudiadas
disminuyen la produccidn y expresion génica de TNFa, MCP1 y NO en un cocultivo de
adipocitos 3T3-L1 y macrofagos RAW264.7. La reduccidon de los niveles de MCP1 se
debe principalmente al efecto de las isoflavonas sobre los adipocitos, mientras que la
disminucion de los niveles de TNFa y NO se puede atribuir a la respuesta de los

macrofagos.

Globalmente, las conclusiones anteriores pueden resumirse en que los mecanismos
mediados por isoflavonas de soja pueden contribuir a una mejora de la hiperglucemia,
la hiperlipidemia, la esteatosis hepatica y la inflamacion, importantes componentes de

la fisiopatologia del sindrome metabdlico en humanos.
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6° El polifenol mayoritario del té verde, el EGCG, en el rango del 0,5 a 5 uM,

promueve un aumento la fosforilacion de AMPK con caracter dosis dependiente, a

consecuencia de un descenso inicial de los niveles de ATP en miotubos L6.

7° El EGCG, en miotubos L6, aumenta el desacoplamiento mitocodrial sin variar el

flujo glicolitico, proponiéndose que esta catequina induce una pérdida en la eficiencia

de la fosforilacion oxidativa.

8° El aumento de desacoplamiento mitocondrial inducido por ECGC se debe a un

incremento en los niveles proteicos de UCP2. Este fendmeno se da a nivel traduccional,

por un mecanismo sensible al estrés oxidativo y con participacién de Ca®".

Globalmente, las conclusiones anteriores pueden resumirse en que el ECGC actua, a
través de su autooxidacion, como sefializador celular, induciendo un cambio en la
dotacion de UCP2 mitocondrial, que finalmente se compensa a través de un
incremento de la fosforilacion de AMPK. Estos hallazgos pueden contribuir a explicar

parte de los efectos beneficiosos en el metabolismo asociados al consumo de té verde.
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ANEXO I: Controversia de criterios para el diagnostico de SM.

Para poder entender mejor la controversia respecto al SM se detallaran a continuacion

los criterios establecidos por cada institucidn para su diagndstico.

Criterios OMS (1998) (Alberti, Zimmet 1998)

Se considera que existe SM si se dan los siguientes criterios: intolerancia a la glucosa
(>100 mg/dL), DM tipo 2 o Rl junto con 2 o mas de las siguientes alteraciones:

* Obesidad central o visceral (cociente cintura/cadera: 4 20,9 Q 20,85 cm o IMC > 30 kg/mz)
* Hipertrigliceridemia =150 mg/dl o descenso del colesterol HDL (& 35 mg/dl; Q 39 mg/dl)

e Presion arterial > 140/90 mm Hg

e Microalbuminuria > 20ug/min. o cociente albumina/creatinina > 30 mg/g

Criterios EGIR (1999) aplicados a la poblacion no diabética (Balkau, Charles 1999)
Presencia de Rl o hiperinsulinemia en ayunas (superior al percentil 75), y dos o mas de

las siguientes alteraciones:

2
e Obesidad central (cociente cintura/cadera & =94 cm; @ >80 cm o IMC > 30 kg/m )
e Dislipemia (triglicéridos = 180 mg/dl o c-HDL < 40 mg/dl)
e Hiperglucemia (glucemia en ayunas = 110 mg/dl, pero no en el rango diabético)

* Presidn arterial > 140/90 mm Hg o estar recibiendo tratamiento para hipertension.

Criterios ATPIII/NCEP (2001) (Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults 2001)

Presencia de tres o mas de los siguientes criterios:

e Obesidad abdominal: didmetro de la cintura>102cmen &' y>88cmen @
e Hipertrigliceridemia 2150 mg/dI

e cHDL<40mg/dlen & 0<50mg/dlen Q

e Presidn arterial > 130/85 mm Hg

¢ Glucemia basal > 100 mg/dl

Criterios AACE (2003) (Einhorn et al. 2003)

Presencia de tres o mas de los siguientes criterios:
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e Obesidad/sobrepeso: BMI > 25 kg/m2

e Hipertrigliceridemia 2150 mg/dI

e cHDL<40mg/dLen & 0<50mg/dlen Q

e Presion arterial 2 130/85 mm Hg

¢ Glucemia tras sobrecarga oral de glucosa (2 h) 2140

e Otros factores de riesgo: Historia familiar de diabetes tipo 2, hipertensién o
enfermedad coronaria. Sindrome de Ovario Poliquistico, Sedentarismo, Edad
avanzada, historia personal de diabetes mellitus tipo 2 o de enfermedad coronaria,

pertenecer a un grupo étnico de alto riesgo.

Criterios AHA/NHLBI (2004) (Grundy et al. 2004)

Presencia de tres o mads de los siguientes criterios:

e Obesidad abdominal: diametro de la cintura>102cmen ' y>88cmen ¢
e Hipertrigliceridemia 2150 mg/dI

e cHDL<40mg/dlen & 0<50mg/dlen Q

e Presion arterial > 130/85 mm Hg

e Glucemia basal > 100 mg/dl

Criterios IDF (2005) (Alberti et al. 2005)
Dependiendo del grupo étnico, presentar un didmetro de cintura que no exceda los
limites de la tabla 2, y la presencia de dos o mas de los siguientes criterios:

* Nivel de triglicéridos > 150 mg/dL

e cHDL<40mg/dLen & 0<50mg/dlen Q

* Presion arterial > 130/85 mm Hg

* Glucemia basal = 100 mg/dl| o diagnostico previo de DMT2
La falta de concordancia entre los criterios ha motivado una critica severa al propio
concepto de SM. Los argumentos mas destacados que se ponen encima de la mesa
para alimentar esta controversia son principalmente la falta de una fisiopatologia
comun que englobe y defina todos los componentes del SM, ya que ni la IR ni la
obesidad abdominal se ha determinado en todos los casos de SM (Kahn et al. 2005) y
la falta de relacion causa-efecto entre el SM vy los factores de riesgo cardiovasculares

(Koskinen et al. 2009).
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ANEXO II: Prevalencia del SM segun criterios IDF y ATPIII.

Tabla 22. Prevalencia del SM por paises segun criterios IDF y ATPIII

POBLACION CRITERIOS

Pais Espacio Rango IDF ATPIIl/ NCEP Referencia

muestral (afios) Total Masculino  Femenino Total Masculino ~ Femenino
Alemania 35.869 19-99 30,3 40,3 28 18,7 22,7 18 (Moebus et al. 2007)
Australia 11,247 >25 30,7 27,1 34,3 22,1 18,8 25,4 (Cameron et al. 2007)
Austria 1,518 40-70 25,8 19,5 18,9 17 (Sandhofer et al. 2007)
China 15.838 35-74 16,5 10 23,3 23,3 17,7 29,1 (Yang et al. 2007)
China IR 2>74 (10,?92—’;)3,2) (13,17§56,3) (6,;98,9) (9,21?ﬁ,4) (2%23())% Sty Grote
China 4.000.000 220 7,3 5,27 8,99 (Lao et al. 2012)
Corea 6.601 >20 19,5+0,5 15+0,8 239+0,7 | 188+0,8 17,8+0,8 20,5+0,7 (Choietal. 2007)
Corea 4.452%** 220 23,8 16,5 28,8 26,7 24,6 28,1 (Kim et al. 2007a)
Corea 3288™ 219 25,5 15,9 (Myong et al. 2012)
Eslovaquia 1.517 >18 20,1 15,9 23,9 (Mokan et al. 2008)
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Etiopia
Finlandia
Francia
Grecia
Hong Kong
Hungria
India

India

India

Irdn

Islas Mauricio
Japdn
Méjico
Nigeria

Noruega
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1.935™
3.495
3.441
9.669
1.513™
13.383
3.405"°
475
1.800
10.368
5.258"°
1.834"°

844

10.206

24-55
45-64
35-64
46™
18-66
20-90
25-74
20-75

20-75

25-74

35-74

35-85

20-89

17,9

43,4

7,4

11,5

48,3

32,1

59,7

41,6

29,6
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14 24
55,6 45,3
7,3 8,8
14,9 8,6
13,2 20,3
(9,4-17,0)  (15,9-24,7)

21 41
12,8 17,0
(11,5-14,1) (15,6-18,4)
13,8* 2,5*
7,6 ** 8,5 **
32,1 67,7
29 30,3

12,5 10 16
52,6 39,1
23 16,9
24,5
6,1 6,5 5,6
8,3 6,7 9,8
12,6 15,8
(9,0-16,2)  (12,2-19,4)
41,1 36,4 46,5
31,4
33,2 24 40,5
12,6 13,9
(9,0-16,2)  (12,6-15,2)
51 5,6
(315_6r6) (412_619)
25,9 26,8 25

(Tran et al. 2011)
(Hu et al. 2008)
(Dallongeville et al. 2006)

(Athyros et al. 2010)

(Ko et al. 2006, Ko et al.
2005)

(Csaszar et al. 2006)

(DECODA Study Group
2007)

(Ramachandran et al.
2003)

(Das, Pal & Ghosh 2011b)

(zabetian, Hadaegh &
Azizi 2007)

(DECODA Study Group
2007)

(DECODA Study Group
2007)

(Isordia-Salas et al. 2012)
(Ogbera 2010)

(Hildrum et al. 2007)
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Paises bajos 486 35-60 28,8 31,2 26,5 16,9 17,2
Pakistan 867 >25 34,8 49

Polonia 3.862 39,5

Portugal 1.433 18-98 41,9 37,8 44,4 24 18,7
Seychelles 1.255 25-64 25,1 35,4 24
Tailandia 19.256 220 23,2 19,5 26,8

Taiwan 4.666™ 220 82 14 2,1

Turquia 1.568 45™M 42 46 48 38 41
ND: Poblacion no diabética PL: Poblacion laboral EM: edad media del grupo poblacional

* poblacién con perimetro de cintucra (pc) 3285 2290 cm ** poblacion con pc 3290 2280 cm

16,5

27,2

32,2

43

(Bindraban et al. 2008)
(Hydrie et al. 2009)

(Janszky et al. 2011)

(Santos, Severo & Barros
2010)

(Kelliny et al. 2008)
(Aekplakorn et al. 2011)
(Tsai, Cheng & Lai 2011)

(Can, Bersot 2007)
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ANEXO lll: Métodos e indices para el estudio de la resistencia a
la insulina

Basados en la exploracion fisica

EVALUACION DEL GRADO DEL GRADO DE OBESIDAD

Probablemente, desde un punto de vista asistencial, sea el método mas utilizado para
estimar la resistencia a la insulina, ya que, en su aproximacion mas sencilla, solo
precisa pesar y medir al individuo. Es bien conocido desde hace décadas que la
obesidad se asocia con insulino resistencia e hiperinsulinémia (Karam et al., 1963;
Rabinowitz y Zierler, 1962). Adema3s, diferentes indices de obesidad, como el indice de
masa corporal (IMC) o el porcentaje de peso ideal, guardan relacion con la

insulinorresistenica (Annuzzi et al., 2010; Malik et al., 2010).

Sin embargo, presenta limitaciones importantes. El grado de correlacion es débil, por
lo que en un individuo en concreto la situacion en cuanto a la resistencia insulinica no
se puede precisar (Ferrannini et al., 1997). Ademas, si bien es cierto que los individuos
obesos suelen ser mas insulinorresistentes, la situacion en los no obesos es menos
fiable, ya que hasta un 20% de individuos no obesos, determinados por el indice de
masa corporal, presentan una insulinorresistencia similar a los obesos, asi como el
resto de caracteristicas del sindrome metabdlico (Caro, 1991; Kahn et al., 1993). Por
tanto, es un método poco preciso que, aunque pueda ser de utilidad clinicamente, no

lo es desde el punto de vista del investigador.

Basados en datos basales

Después de una noche de ayuno, el analisis bioquimico del plasma, aporta informacion
del estado metabdlico glucidico en un individuo en concreto. El desarrollo de los
ensayos bioquimicos para la determinacidn tanto de la insulina como de la glucosa en
plasma hizo posible analizar en qué medida estos parametros se correlacionan con las
estimaciones de insulinorresistencia medidas por métodos mas complejos como el
clamp, el minimal model o el HOMA, los cuales seran comentados mas adelante, ya

que son los que mas esfuerzo requieren para su obtencion.
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INSULINEMIA BASAL

El desarrollo de los ensayos bioquimicos para la determinacién de la insulina en plasma
(Yalow y Berson, 1959; Yalow y Berson, 1960) hizo posible analizar, a partir de
entonces, en qué medida la insulinemia se correlaciona con las estimaciones de IR por
métodos mas complejos como el clamp. A medida que aumenta la Rl las células beta
responden con un aumento compensador de la secrecion de esta (Bergman, 1989). El
hecho de que sea sencillo su medida promovié que este método haya sido muy

utilizado para el estudio de la insulinorresistencia (Del Prato, 1999).

Su correlacién con indices mas complejos es, en general, buena, tanto con el camp
(Hosker et al., 1985; Laakso, 1993), como con el Minimal Model (Legro et al., 1998) o el
HOMA (Matthews et al., 1985), los cuales serdan comentados mas adelante. Ademas, la
elevacion de la insulinemia es un claro predictor del desarrollo de diabetes mellitus
tipo 2 (Consensus Development Conference on Insulin Resistance. 5-6 November 1997.
American Diabetes Association, 1998). Estas evidencias, junto con el resultado de
estudios epidemioldgicos amplios hacen que numerosos autores consideren la
insulinemia basal como una razonable aproximacion al grado de insulinorresistencia

sobre todo en pacientes no diabéticos (Yeni-Komshian et al., 2000).

Sus inconvenientes son también claros, existe un considerable solapamiento entre los
resultados de individuos normales e insulinresistentes (Consensus Development
Conference on Insulin Resistance. 5-6 November 1997. American Diabetes Association,
1998). Ademas, su validez decae en individuos con intolerancia a la glucosa v,
sobretodo en diabéticos, en los que la insulinemia puede ser baja a consecuencia de

un defecto secretor a pesar de que la resistencia a la insulina sea alta (Caro, 1991).

RATIO GLUCOSA/INSULINA

Diferentes estudios (Legro et al., 1998; Silfen et al., 2001; Vuguin et al., 2001) entre
otros, utilizan la medida del ratio de la Glucosa/Insulina como buen indice de
resistencia a la insulina. La razén es que a mayor insulinemia para mantener una
misma glucemia basal menor es la sensibilidad a la insulina (el conciente desciende) y

por tanto, mayor la resistencia a esta (Caro, 1991).
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Sin embargo, el cociente Glucosa/Insulina no refleja adecuadamente la fisiologia
subyacente a los determinantes de la sensibilidad a la insulina (Quon, 2001), ya que a
medida que aumenta la resistencia a la insulina también aumenta la glucemia basal
(aunque se mantenga dentro de los limites normales en las primeras fases) y, por
tanto, el incremento, tanto del numerador como del denominador deja sin efecto los

cambios (Duncan et al., 1995; Matsuda y DeFronzo, 1999).

MODELO HOMEOSTATICO CON DATOS BASALES (HOMA: HOMEOSTASIS MODEL
ASSESSMENT).

Desarrollado en 1985 (Matthews et al., 1985), es un modelo de interaccién entre las
dindmicas de la glucosa y de la insulina. Su base metodolégica es un modelo
matematico desarrollado a partir de datos conocidos en humanos en cuanto a la

relacion de interdependencia entre la glucemia y la insulinemia (homeostasis).

Este modelo se basa en que cuando existe un déficit secretor de insulina, la
insulinemia puede mantenerse cerca de lo normal a expensas de tener una glucemia
basal elevada y viceversa, cuando existe resistencia a la insulina, la glucemia basal
tiende a mantenerse cerca de lo normal gracias a una hiperinsulinemia compensadora
(Turner et al., 1982). Un complejo desarrollo matematico lleva al aspecto
metodoldgico mas importante de esta técnica: una determinada combinacion de
insulinorresistencia y defecto secretor de insulina se corresponde con una
combinacion Unica de glucemia e insulinemia, con lo que a partir de una muestra
simultanea para glucosa e insulina plasmaticas se pueden estimar la resistencia a la

insulina (HOMA-R) y la capacidad secretora del individuo (Turner et al., 1982).

Sus resultados guardan una buena correlacidén con los del clamp, tanto en pacientes
normotolerantes, como en diabéticos tipo 2 de edades y grados de obesidad
diferentes (Bonora et al., 2000; Emoto et al., 1999; Haffner et al., 1997; Matsuda y
DeFronzo, 1999; Turner et al., 1982). Ademas, ha demostrado capacidad predictiva en

cuanto al desarrollo futuro de intolerancia a la glucosa y diabetes tipo 2 en estudios
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prospectivos (Haffner et al., 1996; Lillioja et al., 1993). Todo ello hace que sea un buen

método para estudios epidemioldgicos amplios.

Como inconveniente, es un método menos reproducible que los mas complejos,
alcanzando su variacién intraindividual niveles del 30% debido a la pulsatilidad de la
secrecion de insulina y a la influencia del estrés o el ejercicio sobre la misma
(Matthews et al., 1985). Otro punto en contra es que refleja fundamentalmente la
resistencia a nivel hepatico que es la que predomina en ayunas y no la muscular
(Matsuda y DeFronzo, 1999). Esto es perfectamente compatible con tener una buena
correlacién con la insulinorresistencia global determinada por el clamp, ya que
habitualmente la resistencia hepatica forma una importante parte del total; sin
embargo, este aspecto se debe tener en cuenta, dado que la fisiopatologia de la
intolerancia a la glucosa vy la diabetes tipo 2 es heterogénea y el grado de participacion
de la resistencia hepdtica a la insulina no es el mismo en todos los individuos y
situaciones. Por ultimo, los resultados entre los diferentes centros no son comparables

por no estar estandarizado el ensayo de la insulina (Bonora et al., 2000).

Aparte de la insulinemia basal, el cociente glucemia/insulinemia, y el HOMA vya
comentados, han ido surgiendo otros indices que tienen en comun el basarse en el
producto o la suma de la glucemia e insulinemia basales como parte fundamental de

su formula de calculo.

QUICKI (“quantitative insulin sensitivity check index”)

Es un indice de sensibilidad a la insulina que se calcula matematicamente aplicando la

siguiente formula:

Segun los autores, la transformacion logaritmica hace que los resultados correlacionen

mejor con los del clamp (Katz et al., 2000).
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ISI (“insulin sensitivity index”)

Consiste en multiplicar la glucemia y la insulinemia basales, siendo el resultado el
denominador de una fraccién donde el numerador es 10.000; por tanto, a menor
glucemia e insulinemia, mayor es el indice que corresponde a una mayor sensibilidad a

la insulina (Sluiter et al., 1976).

ISI = 10,000/ [Raiz (Glucemiagmin X Insulinagmin)*(Media Glucemiag.120min X Media

Insulinag.120min)]

En algunos estudios epidemioldgicos se ha mostrado una correlacién moderada con el
resultado del clamp (alrededor de 0,6) y capacidad predictiva del desarrollo de

diabetes en analisis prospectivos.

Basados en la tolerancia oral a la glucosa (TTOG)

INSULINEMIA ESTIMULADA

La insulinemia a los 120 minutos del TTOG o bien el drea bajo la curva reflejando su
secrecion integrada se ha utilizado como parametro de resistencia a la insulina
(Laakso, 1993). Sin embargo, la utilidad de estos indices es fiable cuando la poblacién
estudiada no es diabética diabética (Yeni-Komshian et al., 2000). Por tanto, y sobre
todo cuando la poblacién incluye este tipo de pacientes, se prefiere la insulinemia

basal.

Basados en estimulos endovenosos

ESTUDIOS DE PINZAMIENTO

Desde su descripcion inicial por DeFronzo y colaboradores (DeFronzo et al., 1979) esta
técnica estd considerada como el estdndar de oro en el estudio de la
insulinorresistencia. Por lo que, la validacion del resto de los métodos e indices para la
evaluacidon de la resistencia a la insulina deben pasar por la comparacidon de sus

resultados con los obtenidos por el clamp.
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El método consiste en la infusion endovenosa de insulina para mantener una
insulinemia permanentemente elevada por encima de la correspondiente al periodo
de ayuno; simultdneamente se van realizando determinaciones de glucemia cada 2-5
minutos para infundir glucosa a un ritmo tal que permita mantener una glucemia
alrededor de 5 mmol/L de forma estable. El ritmo de infusién de glucosa necesario
sera proporcional a la sensibilidad a la insulina, y por tanto, inversamente proporcional
a la insulinresistencia. El resultado se expresa como mg/kg/min o bien en forma de
coeficiente, siendo el valor 1 el resultado del clamp promedio en el grupo de edad de

menos de 35 afios y con 90-110% del peso.

Sus ventajas son multiples, mide la accion de la insulina sin que puedan interferir
factores de confusion derivados de la secrecién enddgena de insulina o de niveles
variables de glucemia. Su grado de reproducibilidad es el mas alto de todas las técnicas
disponibles, situandose su coeficiente de variacion intraindividual entre el 5 y el 15%

(Bokemark et al., 2000; Soop et al., 2000) segun los autores.

A pesar de ser la técnica mas precisa y reproducible, no estd exenta de inconvenientes.
La situacion que se reproduce es fija en cuanto a la relacion entre glucemia e
insulinemia, y por tanto nada fisioldgica, ya que en realidad son pardametros
dependientes entre si pero en constante cambio en el organismo(Bokemark et al.,
2000). Esto, junto con la complejidad de aplicacién de la técnica, hace que esté al
alcance de pocos laboratorios y que no sea factible su uso en grandes muestras de

poblacién.

MINIMAL MODEL

Fue desarrollado por Bergman y colaboradores (Bergman et al., 1987) en un intento
por encontrar una forma mas simple que el clamp de estudio de la resistencia y
secrecion insulinicas, los dos grandes componentes responsables de la tolerancia a la
glucosa. La base metodoldgica es un test de tolerancia endovenosa a la glucosa. Los
datos obtenidos son procesados por un programa informatico, disefiado a partir de

estudios experimentales y clinicos, que calcula el indice de sensibilidad a la insulina a
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partir de las relaciones dinamicas entre las curvas de desaparicion plasmatica de la

glucosa y de concentracion de insulina (Bergman, 1989).

En general, sus resultados ofrecen una buena correlacién con los del clamp, llegando
en algunos estudios a ser el coeficiente de correlacién de 0,89 (Bergman et al., 1987) y

ha sido un método muy utilizado en diferentes poblaciones (Johnston et al., 1987).

Sin embargo, también tiene inconvenientes. El mas importante es que su precisidon y
validez decae mucho a medida que desciende la capacidad secretora de insulina del
individuo, por lo que es poco util en personas diabéticas (Saad et al., 1994). El motivo
es que este tipo de pacientes tiene disminuida la secrecion inicial de insulina,

importante componente del modelo matematico

MODELO HOMEOSTATICO-CIGMA (continuos infusion of glucose with model assessment)

Desarrollado por los mismos autores que el HOMA y con el mismo modelo matematico
(Hosker et al., 1985), esta técnica es un analisis de la relacién entre glucemia e
insulinemia, pero a diferencia del HOMA, tras la infusidon de glucosa. Consiste en la
infusion de 5 mg/kg/minuto de glucosa durante 60 minutos. Con la media de los
resultados para glucemia e insulinemia se aplica el modelo matematico ya comentado.
Los autores que lo desarrollaron argumentan que se trata de un modelo mas
fisiolégico de estudio que los otros dinamicos existentes: por un lado, la dosis de
glucosa es mas fisioldgica que la utilizada por ejemplo en el Minimal Model, y por otro,
la insulinemia resultante es enddgena, y por tanto, transportada inicialmente por la
circulacion portal hacia el higado, a diferencia del clamp en que la insulina se aporta

por via periférica (Hosker et al., 1985).

Sus resultados guardan una buena correlacion con el clamp euglucémico tanto en
diabéticos como en no diabéticos (coeficiente alrededor de 0,85). Respecto al mas
simple HOMA, la diferencia fundamental es la precision, ya que el coeficiente de

variacion intraindividual es de alrededor del 20% (Hosker et al., 1985).
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Al igual que el resto de los métodos también presenta diferentes inconvenientes,
como que el modelo matematico parte de varias premisas que no son completamente
ciertas, la mas importante de las cuales es que aplica proporciones iguales de
insulinorresistencia a los componentes hepatico y musculares(Hosker et al., 1985)

cuando no tienen que ser asi necesariamente.

TEST DE TOLERANCIA A LA INSULINA

Consiste en la infusion endovenosa de una dosis de insulina (habitualmente 0,1U/kg)
para medir el descenso de la glucemia obteniendo una constante denominada
constante de descenso de la glucemia (KITT) (Del Prato, 1999). A mayor descenso
menor es la resistencia a la insulina. Aunque sus resultados guarden correlacidon con
los del clamp, es un método poco utilizado en comparacidn con otros, por varios
motivos. En primer lugar, tiene el riesgo de hipoglucemia para el individuo (Del Prato,
1999) ademds, es un método que parece menos preciso y reproducible que otros mas
utilizados, como el modelo homeostatico (HOMA-CIGMA) o el “Minimal Model”

(Hermans et al., 1999).
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ANEXO 1IV: Vias de senalizacion relacionadas con el

metabolismo energético celular

A continuacién se presentan las vias de sefnalizacion relacionadas con el metabolismo
energético celular adaptadas de las propuestas por la compaiia Cell signaling
Tecnology® en el apartado pathways de su web (http://www.cellsignal.com/). En la

ultima hoja de este anexo se puede consultar la leyenda de los graficos representados.
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Via del AKT/PKB
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Via de las MAPK
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Via de la AMPK
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Leyenda
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ANEXO V: Tratamiento y analisis de datos obtenidos por QBT™

El tratamiento de los datos se realizd en un libro Excel con 4 pestafias: Protocolo, Data,

ABC y ABCsin, cuyas particularidades se describen a continuacion.

PROTOCOLO

Consta de diferentes apartados en los que se resume: la hipdtesis de trabajo, los
antecedentes que no s han hecho plantear la hip., el objetivo del experimento, el
protocolo detallado, un esquema representativo, la distribucién de las muestras, un
apartado de observaciones y, por ultimo, los calculos que se han realizado para

obtener las concentraciones de estudio.

DATA

En esta hoja se recogen los datos originales que se tienen del experimento, en este
caso, los datos directos del fluorimetro y una representacién grafica de los mismos, -
la cual se genera seleccionando los valores y realizar el grafico tipo Lineas y

seleccionando Rango de datos en Filas.

9000

8000
7000
6000
5000

4000
3000
2000
1000

0

12345 67 8 910111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 4B 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

= Tiempo (s)

ABC

Como vemos en la representacion anterior, los datos definen una grafica con una
pendiente mds o menos constante. Para analizar estos datos calculamos el Area Bajo la
Curva de la gréafica que definen los datos. Para realizarlo nos basamos en la

triangulacion.
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25 sE
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Area= 4rea de A + 4rea de B= I 4reas parciales

Area de A= base x altura = [(Ax)/2] (y1 +y3)

Area de B=[(Ax)/2] (y3 +y5)

Para los datos son los que trabajamos nosotros, en los que tenemos aprox. 60 puntos,

lo que hacemos es el sumatorio del ABC de cada segmento, siendo el parametro Y el

dato de fluorescencia y X el tiempo (en segundos).

2000

1500

Seriel

Serie:
Serie3
Serie4

1000

500

El area Ax= X de las areas en cada tramo, por lo que tenemos que calcular las ABC en

cada punto aplicando la férmula que acabamos de mencionar, y realizar el sumatorio

de las mismas.
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1 2 3 4

0 120 240 360

37,1 37,1 36,9 37,2
3 ABC

1017 1117 1325 1525
128040 146520 91500 537060

800 850 900 930
99000 105000 109800 55800 369600

600 630 660 700
73800 77400 81600 42000 274800

400 420 440 480
51600 55200 28800 184800

(120/2)x(400+420) (120/2)x(1325+1525)

Para realizar esta hoja copiamos solamente los datos de la hoja anterior (DADES) e
incluimos una fila entre cada fila de datos, con el objetivo de ir calculando el area bajo
la curva de cada seccidn, incluimos una ultima columna para el sumatorio de las ABC

parciales.

En casi todos los casos la medida de los datos se ¥ ABC [ZEIsR 2R std desviation

realiza por duplicado o triplicado, por lo que 537060

- 369600 CLKRlPN]  132796,962
tendremos que afadir las columnas de MEDIA y °

274800

DESVIACION TiPICA.

Ahora colocaremos los datos para trabajar con ellos de forma practica. Para lo cual

copiamos los datos correspondientes a cada tratamiento, de ABC medio y la desviacién

tipica.

std desviation % std desv. )
CTL 10000162 77,81 1338371 Porcentaje que representa
D1 9898512 77,02 664472,629 6,71 la desviacion sobre la
INS 12851970 100,00]  1935639,54 15,06 media:
INSD 1 13470570 [ 104,81 | 4896480,86 36,35 (1338371*100/10000162)

13470570*100/12851970 Es el valor de nuestro control, que en este

caso es el tratamiento con INSULINA

Una vez generada la tabla con los valores ordenados, pasamos a representar la grafica

de barras, tomando los valores de porcentaje tanto de las medias como de las
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desviaciones (estas ultimas seran los valores que representaremos como error) ya que

de esta manera podremos comparar los resultados entra diferentes experimentos.

180
160
140 I
120 A B ABC
100 A B TNF
80 A OINS
60 - O TNF INS
40 1
20 A
04
CTL EPI5 DO,1 D1 EO,1 El GO0,1 Gl

A veces lo que nos interesa es ver los efectos debidos a un parametro (en nuestro caso
generalmente es el debido a la Insulina) para lo que generamos una tabla con los datos
obtenidos de la resta de de los tratamientos con insulina menos los mismos

tratamientos sin insulina.

DEPENDIENTE DE INSULINA
100
-TNF +TNF 80 -
CTL 65,52 55,44
EPI5 54,21 41,69 60
DO,1 60,83 24,95 40 B -TNF
D1 54,13 47,78 20 | B +TNF
EO,1 88,31 40,03
E1 66,50 24,02 07
Go.1 57,55 35,75 ol CTL EPI5 DO,1 D1 EO0,1 E1l G0,1 G1
G1 71,99 -0,46

ABC sin
A veces, las diferentes repeticiones de los mismos tratamientos ofrecen resultados

muy dispersos, lo que hace que la desviacion sea grande y a su vez, también, el error
gue cometemos. Para disminuir este tipo de error lo que realizamos es la eliminacién

de lo OUTLIERS.

Para la eliminacién de estos valores existen diferentes herramientas estadisticas, como
Dixon’s Q test, que se ajusta a espacios muestrales con muchas repeticiones. En
nuestro caso tenemos tres repeticiones por lo que identificamos los OUTLIERS como

aquellos valores de desviacidn tipica cuyos porcentajes sean mayores de 20%

246



Anexos

std desviation % std desv.

CTL 10000162 77,81 1338371 13,38

D1 9898512 77,02 664472,629 6,71

INS 12851970 100,00 1935639,54 15,06 Valores por encima del 20% nos
INSD 1 13470570 104,81 4896480,86 36,35 indican gran dispersion de los datos.

Para disminuir la desviacién de los datos, copiamos los valores obtenidos en la hoja

ABC y eliminamos los datos correspondientes a desviaciones altas.

ABC AE{eNnEE I std desviation std desviation % ABC AEleNnEEl S std desviation std desviation %
13784220 13784220

14278410 iVlckikchls)  349445,1002 2,490465792

14278410 VATVl 5432094,715 31,64765169

23430240 23430240

T\

Eliminamos el valor mas alejado de los otros dos, o aquel que ofrezca una desviacion mayor

Una vez realizada la correccion de los datos volvemos a graficar los resultados como en

la hoja anterior (ABC).
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