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Resumen

La genisteina es una isoflavona presente en la soya, de alto consumo
en la poblacion infantil por su uso como sucedaneo de la leche ma-
terna, sin embargo, poco se conoce acerca de los efectos a nivel endo-
crino. En este trabajo, Caenorhabditis elegans se utiliz6 como modelo
para evaluar el efecto de disrupcion endocrina de la genisteina a tra-
vés de letalidad, crecimiento, reproduccion, almacenamiento de lipi-
dos y cambios en la expresion de genes de respuesta al estrés (hsp-3,
sod-4y gpx-4). Los resultados indicaron que, aunque la genisteina no
indujo letalidad, si promovié la reproduccion, el aumento de la lon-
gitud del cuerpo, el incremento en la expresion de genes relaciona-
dos con estrés celular y estrés oxidativo y la acumulacién lipidica. En
conclusion, la genisteina genero efectos relacionados con el efecto de
disrupcion endocrina en C. elegans, muy probablemente a través de
mecanismos de estrés oxidativo.
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Introduccion

La incidencia y prevalencia de alteracio-
nes que involucran al sistema endocrino
de animales y humanos ha experimen-
tado un gran incremento en las ultimas
décadas (1). Cada vez hay mas evidencia
cientifica de que en la etiologia de estas
enfermedades se asocian con la exposi-
cion ambiental a diferentes productos de
uso diario que se denominan disrupto-
res endocrinos. Estos interfieren con la
produccion, liberacién, transporte, me-
tabolismo y eliminaciéon de las hormo-
nas naturales de los organismos; acttian
a dosis muy bajas, presentan distintos
mecanismos de accion e incluyen a un
gran numero de sustancias (2). El nu-
mero de sustancias con la capacidad de
alterar el sistema endocrino aumenta
cada dia, entre las cuales estan los fitoes-
trogenos, que se localizan de manera na-
tural en plantas como la soya, el trébol,
las leguminosas, los granos enteros, en
varias frutas y en otros vegetales (3). Es
de particular interés el amplio consumo
de soya, alimento al que se le ha atribui-
do una amplia gama de beneficios para
la salud, incluido un menor riesgo de
osteoporosis, de enfermedad cardiaca,
cancer de mama y sintomas de la meno-
pausia (4).

Sin embargo, la soya también puede
producir alteraciones en el sistema en-
docrino, ya que contiene genisteina, una
sustancia hormonalmente activa, lo que
sugiere que su ingesta tiene el potencial
de causar efectos adversos a la salud en
ciertas circunstancias, particularmente,
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cuando la exposiciéon ocurre durante el
desarrollo (5). La genisteina o 4',5,7-tri-
hidroxiisoflavona (figura 1) es un fito-
estrogeno con una amplia variedad de
efectos farmacolégicos en las células
animales, incluida la inhibicidn de la ti-
rosina quinasa. A través de estudios epi-
demiolégicos y de modelos animales, se
ha relacionado la ingestion de genistei-
na en la dieta con una gama de posibles
efectos beneficiosos para la salud (6).
Sin embargo, estudios epidemioldgicos
sobre la relacién entre el consumo de
soya y el riesgo de presentar alteracio-
nes a nivel del sistema endocrino no han
arrojado asociacion significativa.

Sin embargo, investigaciones realizadas
en animales, han demostrado que la ge-
nisteina tiene la capacidad de alterar los
niveles de estrogenos que potencialmen-
te pueden provocar alteraciones a nivel
del sistema endocrino de los animales y
los humanos, entre los cuales tenemos:
infertilidad, trastornos metabdlicos,
malformaciones del sistema reproductor
femenino y masculino y algunos tipos
de cancer estrogeno dependientes, como
el de mama, ovario, prostata, testiculo y
tiroides. En consecuencia, una dieta a
base de leche de soya en los lactantes y
nifios pequefos podria alterar su siste-
ma hormonal por el efecto disruptor de
la genisteina (7). Debido a la discordan-
cia de los resultados en los estudios rea-
lizados previamente, se plantea la nece-
sidad de seguir indagando acerca de los
efectos del consumo de genisteina en el
sistema endocrino.
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Figura 1. Estructura molecular de la genisteina
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Fuente: elaboracion propia.

En este trabajo se usé el nematodo de
suelo Caenorhabditis elegans como mo-
delo bioldgico para determinar el po-
tencial de disruptor endocrino de la ge-
nisteina debido a sus multiples ventajas,
tales como alta sensibilidad a tdxicos,
versatilidad, dados los variados puntos
finales de toxicidad que se pueden eva-
luar, tales como: reproduccién por auto-
fecundacion, gran progenie, corto ciclo
de vida y a la existencia de transgénicos
con el gen reportero gfp que permite
evaluar ademds la expresion de genes
ortdlogos a los del ser humano (8). Es-
tas caracteristicas permitieron evaluar
parametros relacionados con el efecto
de disruptor endocrino como el creci-
miento a través de la longitud del cuer-
po, reproduccion, obesidad por medio
del deposito de lipidos a través de una
tincion con q-oro (9) y la expresion de
genes relacionados con el estrés celular
como hsp-3 'y genes relacionados con el
estrés oxidativo como sod-4 y gpx-4.

Materiales y métodos

Nematodos y bacterias

Cepa silvestre de Caenorhabditis elegans
Bristol N2 y cepas transgénicas BC20308
(hsp-3::gfp), BC20333 (sod-4:gfp) y BC-
20305 (gpx-4::gfp). Bacteria E. coli OP50.

Reactivos

Genistein Analytical standard SIGMA
de 10 mg (5,7-dihidroxi-3- (4-hidroxi-
tenil) -4H-1-benzopiran-4-ona, nimero
CAS 446-72-0 adquirida en Sigma-Al-
drich, St. Louis, MO, USA.

Oil red O (1-([4-(Xylylazo)xylyl]
azo)-2-naphthol) numero CAS 1320-06-
5 adquirido en Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA.

Cultivo y sincronizacion de Caenor-
habditis elegans

Los nematodos se mantuvieron a 20 °C
en placas Petri con medio de crecimien-
to de nematodos (NGM) constituido de
3 g de NaCl, 17 g de agar, 2,5 g de pep-
tona, 1 mL de colesterol en 1 L of agua
ultrafiltrada y sembradas con E. coli
OP50 (10). Los gusanos se sometieron a
sincronizacion por edad a través de una
solucién de lejia con NaOH (0,25 M) y
NaClO (1,26 %), que oxida cualquier
organismo presente, dejando a salvo los
huevos debido a la proteccion que les
da su cuticula, y aproximadamente 14 h
después, los huevos habian eclosionado
y las larvas estaban en la etapa L1 (11).

Ensayo de letalidad

Diez nematodos en edad larval L4, tres
dias después de la sincronizacion, fue-
ron colocados en microplacas de 96 po-
zos con 200 pL de solucion de genisteina
(0,1 ym 1,0 um, 10 pm, 100 um en di-
metil sulfoxido, DMSO al 1 %) usando
medio K (KCI 0,02 M, NaCl 0,05 M)
como solvente y DMSO al 1 % en medio
K como control. Cuatro réplicas fueron
realizadas para cada tratamiento. Las
placas se incubaron a 20 °C, y el nimero
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de organismos muertos y vivos fue re-
gistrado a las 24 horas bajo observacion
en un microscopio de diseccion. Cada
ensayo se realizd por triplicado. Los gu-
sanos se calificaron como muertos cuan-
do los estimulos fisicos no generaron
ninguna respuesta (10), (12).

Ensayo de crecimiento

Aproximadamente 50 individuos de la
cepa silvestre Bristol N2 en edad larval
L1 fueron expuestos a las soluciones de
genisteina en placas de cultivo celular de
96 platos realizando cuatro réplicas por
tratamiento. Como fuente de alimento
se adicion6 diariamente E. coli OP50
previamente muerta en autoclave. La
medicion de la longitud del cuerpo de
los nematodos fue realizada a las 72 ho-
ras de exposicion analizando fotografias
mediante el software ImageJ (13). Tres
repeticiones del experimento fueron
realizadas.

Ensayo de reproduccion

Aproximadamente diez larvas de la cepa
silvestre Bristol N2 en edad larval L4
fueron expuestas a la solucién de genis-
teina. En placas de cultivo celular de 96
platos se inocularon los gusanos reali-
zando cuatro réplicas por tratamiento.
Se expusieron durante 24 horas, poste-
riormente, cada larva fue colocada en
platos individuales y 24 horas mas tarde,
se examino la postura de huevos usando
el microscopio de disecciéon Nikon smz
745T con un aumento de 100X y el sof-
tware Image J (8). Tres repeticiones del
experimento fueron realizadas.
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Tincion de depdsitos de lipidos

Previamente a la prueba de tincion, una
solucién madre de Oil red O al 0,5 %
fue preparada con isopropanol de alta
calidad al 100 %, incubado por un dia
y filtrado con una malla de 0,45 um. El
dia previo al uso de la solucion se diluyd
al 60 % en agua ultrafiltrada y se incub6
durante toda la noche y se volvié a filtrar
de la misma forma. Para el ensayo, se to-
maron aproximadamente 20 larvas de la
cepa silvestre Bristol N2 en edad larval
L4 y fueron expuestas a las soluciones de
genisteina preparadas durante 24 horas.
Para la tincién, 200 pL de solucién de
isopropanol al 60 % fueron agregados
a las larvas contenidas en las placas de
96 pozos, posteriormente 175 pL fueron
aspirados y se agreg6 la solucién de Oil
red O en cada pozo. La tincién se dejo
actuar por 24 horas a una temperatura
de 25 °C, posteriormente, se eliminé el
sobrenadante y se agregaron 100 uL de
tritén X-100 al 0,01 % (8). Ver fotogra-
tias de los gusanos teniidos obtenidas con
el uso del microscopio 6ptico (figura 6).

Medicion de fluorescencia

La expresion de los genes de respuesta
al estrés celular y estrés oxidativo fue
monitoreada utilizando el gen reporte-
ro GFP (proteina fluorescente verde). Se
utilizaron aproximadamente 100 gusa-
nos en todas las etapas larvarias de las
cepas transgénicas BC20308 (hsp-3::-
gfp), BC20333 (sod-4:gfp) y BC20305
(gpx-4::gfp). Los nematodos fueron co-
locados en microplatos negros de 96 po-
zos con las soluciones de genisteina y un
control. Se incubaron a una temperatura
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de 15 °C y por 24 horas, después se re-
gistro la fluorescencia por medio del
fluorskan Perkin-Elmer Victor 1420.
Se obtuvo la fluorescencia relativa divi-
diendo el valor de fluorescencia entre la
fluorescencia registrada para el control
(11), (14).

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante ANO-
VA de una via seguido de la prueba de
Dunnett para comparaciones de grupos
con un control. Las diferencias de P <
0,05 se consideraron significativas.

Resultados

Letalidad

Los resultados del ensayo de letalidad
se muestran en la figura 2. Los diagra-
mas de barras muestran la letalidad de
los nematodos expresada en porcenta-
je, después de la administracion de ge-
nisteina en diferentes concentraciones

comparada en relacion con el control. La
exposicion durante 24 horas de los espe-
cimenes de Caenorhabditis elegans a las
diferentes concentraciones de genistei-
na, no fue significativamente diferente a
la del control.

Crecimiento

Los promedios de la longitud del cuer-
po expresada en pum son presentados
en la figura 3. Los diagramas de ba-
rras muestran el comportamiento de la
longitud del cuerpo de los nematodos
después de 72 horas de exposicion a ge-
nisteina en diferentes concentraciones
comparada con el control. La muestra
de nematodos expuesta al control tiene
en promedio una longitud de 380 pm,
mientras que la longitud de los nema-
todos expuestos a genisteina aumen-
té considerablemente sobrepasando
los 500 pm, validado por la existencia
de diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p > 0,05) entre las concen-
traciones de la muestra y el control.

Figura 2. Letalidad de Caenorhabditis elegans por exposicion a genisteina
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Figura 3. Efecto en el crecimiento de Caenorhabditis elegans por exposicion a genisteina
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Fuente: elaboracion propia.

Figura 4. Efecto en la produccion de huevos de Caenorhabditis elegans por exposicion a genisteina
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De igual forma, se observa que a mayor
concentracion mayor fue la longitud
promedio de los gusanos, lo que sugiere
que la genisteina afecta de manera cre-
ciente el desarrollo de las larvas desde su
etapa L1 hasta la etapa L4, en la cual se
realizé la medicion. Este es un efecto ti-
pico de los disruptores endocrinos.

Reproduccion

El efecto en la reproduccion de los ne-
matodos se muestra en la figura 4. Los
diagramas de barras presentan el pro-
medio de huevos producidos después de
la exposicion a genisteina en diferentes
concentraciones en comparacién con el
control. El analisis comparativo por la
prueba de Dunnet mostré diferencias
significativas con respecto al control
para las concentraciones de 10 y 100 pM
(p-valor > 0,05). Adicionalmente, se ob-
serva una ligera curva no monoténica
en forma de U invertida, caracteristica
de los disruptores endocrinos, lo cual
sugiere que la genisteina interfiere con el

desarrollo normal y el funcionamiento
del sistema endocrino causando altera-
ciones en las funciones reproductivas
del modelo animal objeto de estudio.

Cambios en la expresion génica

La fluorescencia relativa obtenida como
el cociente entre la fluorescencia emitida
por los nematodos expuestos a las solu-
ciones de genisteina y la fluorescencia
emitida por los individuos expuestos al
control se presenta en la figura 5. Los
diagramas de barras muestran los nive-
les de expresion de los genes sod-4, gpx-4
y hsp-3 representada como fluorescencia
relativa después de la exposicion duran-
te 24 horas a genisteina en diferentes
concentraciones.

Se evidencié que la genisteina fue ca-
paz de elevar significativamente las ac-
tividades de los tres genes analizados.
El gen mas sobreexpresado fue sod-4 a
las concentraciones de 1 y 10 puM, y al-
canzd 3,8 veces la expresion del control.

Figura 5. Efectos en la expresion de genes de respuesta al estrés en Caenorhabditis elegans por exposicion

a genisteina
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Le sigui6 en orden el gen gpx-4, con una
expresion de hasta 2,5 veces la del control
a 10 uM. Estos dos genes mostraron ade-
mds un comportamiento no monotdni-
co en forma de U invertida, caracteristi-
co de los disruptores endocrinos. El gen
hsp-3 mostré una sobreexpresion baja,
pero estadisticamente significativa en
relacion con el control para 10 y 100 uM.

Acumulacion de lipidos

Las iméagenes registradas de los gusanos
expuestos a concentraciones de genis-
teina se presentan en la figura 6; asi se
evidencid que el aumento en la concen-
tracion de genisteina increment6 la acu-
mulacién de lipidos en Caenorhabditis
elegans, en una forma dependiente de la
concentracion, corroborando el poten-
cial de disrupcion endocrina a través de
un efecto obesogénico.

Discusion

La genisteina no indujo mortalidad en
los gusanos, sin embargo, este ensayo es
necesario para establecer que las con-
centraciones de exposicion para los de-
mas puntos finales son subletales. Hasta
ahora no ha sido reportada mortalidad
aguda causada por la genisteina en nin-
gun organismo. Por el contrario, ratones
transgénicos con una grave enfermedad
intestinal, aumentaron su supervivencia
al ser alimentados con una dieta alta en
genisteina (15). En ensayos con ratones
con presencia de cancer de colon irra-
diados, la genisteina presenté un efec-
to protector (16). En otro estudio con
Caenorhabditis elegans, se encontré que
la genisteina tiene efectos beneficiosos
sobre la esperanza de vida del nemato-
do a través de la expresion elevada de
proteinas de resistencia al estrés (17).

Figura 6. Depésito de lipidos en Caenorhabditis elegans expuestos a genisteina

Microscopia 6ptica a 40X, coloracion con q-ORO (a. Control, b. 0,1 pM, c. 1 uM, d. 10 uM, e. 100 uM).

Fuente: elaboracion propia.
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En relacién con el efecto en el creci-
miento de Caenorhabditis elegans, la
genisteina aumento6 el crecimiento del
gusano en una forma concentracion-de-
pendiente, indicando un posible efecto
de disrupcién a nivel del sistema en-
docrino. En estudios con ratas Sprague
Dawley (Rattus norvegicus domesticus),
se observé una reduccion de la ganan-
cia semanal promedio de peso corporal
y el peso de los 6rganos por exposicion
a bajas dosis de genisteina y un aumento
en los expuestos a altas dosis, mostran-
do un efecto téxico en el desarrollo de
los animales (18). En contraste, la longi-
tud corporal de embriones de pez cebra
(Danio rerio) tratados con genisteina a
las 37 h después del tratamiento dismi-
nuy6 de forma dosis dependiente (19).
Estos resultados muestran que, aunque
el efecto puede variar de una especie a
otra, la genisteina afecta el desarrollo
de los animales expuestos al generarles
cambios en el crecimiento, lo cual es
un efecto relacionado con la disrupcion
endocrina.

El resultado en la reproduccion en el
nematodo después de su exposicioén a
genisteina presentd incremento signi-
ficativo en todas las concentraciones,
principalmente a 1 uM y 100 uM, dis-
minuyendo con las concentraciones de
10 uM arrojando curva dosis respuesta
no - monoténica, donde los efectos de
concentraciones crecientes del com-
puesto parecen aumentar hasta un pico
y luego disminuir sugiriendo respuesta
por disrupcion endocrina (20).

En otro estudio con Caenorhabditis ele-
gans, no se evidenciaron cambios en la
reproduccion a las concentraciones de

50 y 100 pM (17), lo que esta en concor-
dancia con los resultados del presente
trabajo, en el cual los cambios significa-
tivos se observaron a las concentracio-
nes mas bajas. En estudios con ratones,
la genisteina (6,0 y 36 uM) aument6 los
niveles de progesterona, testosterona y
dehidroepiandrosterona, pero disminu-
y6 los niveles de estrona y estradiol en
ratones al mostrar efectos en el desarro-
llo reproductivo (21). Adicionalmente,
los estudios en ratas concluyeron que la
genisteina produce toxicidad reproduc-
tiva y de desarrollo en tres generacio-
nes de padres expuestos a 500 ppm de
administracion oral, manifestada en la
disminucion de la distancia anogenital y
el peso corporal en cachorros machos y
hembras y disminucion de la edad en la
abertura vaginal en cachorros hembras,
y aumento de la edad en el descenso tes-
ticular en cachorros machos (22).

El arsenal de Caenorhabditis elegans
para la desintoxicacién incluye varias
familias de proteinas como glutation pe-
roxidasa (GPX), superdxido dismutasa
(SOD) y proteinas de choque térmico
(HSPs), entre otras. La familia GPX per-
tenece a la primera linea de defensa con-
tralos perdxidos, los aniones superoxido
y el peroxido de hidrégeno (23). La fa-
milia SOD protege a las células del dafio
oxidativo. Caenorhabditis elegans tiene
cinco genes que codifican SOD: sod-
1 a sod-5, siendo sod-1 y sod-4 los mas
usados para ensayos con Caenorhabditis
elegans (24). Las HSPs funcionan como
chaperonas moleculares, ya que apoyan
el replegamiento y restauracion de pro-
teinas desnaturalizadas y ayudan a la
sintesis de proteinas (14), (25). En este
estudio se comprob6 que la genisteina
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afecta las expresiones génicas de sod-4,
gpx-4 y hsp-3 por medio de la emisién
de fluorescencia por el gen reportero
gfp. El gen sod-4, que fue el que mas se
sobreexpreso (casi 4 veces la expresion
del control a 1 pM), responde cuando
las células estan en condiciones de estrés
oxidativo. Este resultado confirmé lo
encontrado en otro estudio con Caenor-
habditis elegans, en el que demostraron
que la genisteina increment6 la expre-
sién de proteinas antiestrés como SOD-
3y HSP-16.2 (17). Por otro lado, ensayos
con ratones albinos suizos machos (Mus
musculus) alimentados con dieta alta en
genisteina presentaron estrés oxidativo
significativo determinado por el incre-
mento de la peroxidacion lipidica y la
disminucién del glutation total (26).

Por otro lado, la genisteina aument6 los
depdsitos de lipidos en Caenorhabditis
elegans, lo cual puede estar relacionado
con la activacion de varios receptores
nucleares como PPAR (Receptor Activa-
do por el Factor Proliferador de Peroxi-
somas), involucrado con el metabolismo
de grasas y del colesterol, que ya han sido
reportados como blancos moleculares
de la genisteina en Caenorhabditis ele-
gans (27), (28). Sin embargo, seran nece-
sarias mas investigaciones para entender
mejor los mecanismos moleculares so-
bre los que subyace el efecto de la genis-
teina en el metabolismo de los lipidos.

A manera de conclusion, se puede afir-
mar que la exposicion a genisteina altera
la fisiologia de Caenorhabditis elegans en
términos de crecimiento, reproduc-
cioén, y acumulacion de lipidos, proba-
blemente por un efecto de disrupcion
endocrina.
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La expresion de genes glutation pe-
roxidasa (GPX), superdxido dismutasa
(SOD) y proteinas de choque térmico
(HSPs) estan asociados a mecanismos de
proteccion celular a estrés oxidativo; sin-
tesis y restauracion de proteinas. La ge-
nisteina produjo una mayor fluorescen-
cia de las cepas transgénicas utilizadas, lo
que implica una mayor expresion de los
genes correspondientes y determina una
injuria a los nematodos a nivel celular.
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