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1. INTRODUCCION

La diabetes es considerada una emergencia a nivel mundial. En la actualidad, 415
millones de adultos padecen la enfermedad (el 8,8% de adultos entre las edades
de 20-79 afios). Ademas, 318 millones de personas tienen alterada la tolerancia a
la glucosa, lo que esta asociado con un alto riesgo de desarrollar diabetes. Si esta
tendencia contindia, se estima que para el afio 2040, 642 millones de personas
(uno entre diez adultos) tendré diabetes(1). Estas cifras podrian duplicarse, dado
que uno de cada dos adultos con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) no ha sido
diagnosticado, porque con frecuencia, hay pocos sintomas en los primeros afios
de la enfermedad o los sintomas que ocurren no estdn comiunmente ligados a
ésta(2). Se estima que entre el 87% y 91% de las personas con diabetes a nivel
mundial, tienen DM2, del 7% al 12% tienen diabetes tipo 1 y del 1% al 3% tienen
otros tipos de diabetes(3,4).

La diabetes representa una carga econdmica tanto para los individuos afectados,
debido al costo de la insulina y otros medicamentos relacionados, como para los
sistemas de salud de cada pais. En promedio, un pais gasta entre el 5% y el 20%
del total de su presupuesto sanitario en costos relacionados con la diabetes(1)
tales como el mayor uso de los servicios de salud, pérdida de productividad por
incapacidades, apoyo a largo plazo para superar complicaciones relacionadas
como la ceguera, amputaciones y problemas cardiacos, entre otros(5).

La DM2 es una enfermedad crénica que se desarrolla cuando el pancreas no
produce suficiente insulina, o cuando el organismo no puede utilizar con eficacia la
insulina producida(6), lo que conduce a niveles elevados de glucosa en sangre
(hiperglucemia). Entre los factores de riesgo mas comunes para el desarrollo DM2
se encuentra el indice de masa corporal (IMC)>25, particularmente la obesidad
central (radio cintura-cadera)(7). La obesidad esta relacionada con el Sindrome
Metabdlico, que es un conjunto de alteraciones que incluye resistencia a la
insulina, disminucién de las concentraciones de colesterol unido a las lipoproteinas
de alta densidad (cHDL), elevacién de las concentraciones de triacilgliceroles,
aumento de la presion arterial (PA) e hiperglucemia(7,8). Este sindrome esta
asociado a un incremento de 5 veces en la prevalencia DM2 y de 2-3 veces en la
de enfermedad cardiovascular(9).

En 2010, se estimO que el sobrepeso y la obesidad causaron 3.4 millones de
muertes alrededor del mundo(10). En la Tabla 1 se puede apreciar que la
prevalencia de obesidad es levemente mayor en mujeres que en hombres y lo
realmente alarmante es el incremento de dicha prevalencia entre los afios 1980 y
2013, especialmente en niflos y adolescentes.



Tabla 1. Comparacion de la Prevalencia Global de obesidad y sobrepeso entre los
afios 1980 y 2013, discriminada por edad y género(11).

] Diferencia Aumento de
Poblacion con Prevalencia Prevalencia anice i
obesidad o sobrepeso 1980 2013 P P 5
porcentuales 33 anos

Hombres adultos 28.8% 36.9% 8.1 21.9%
Mujeres adultas 29.8% 38.0% 8.2 21,8%
Ninos y adolescentes

Y 16.9% 23.8% 6.9 28.9%
en paises desarrollados
Nlnas'y adolescentes 16.2% 22 6% 64 28 3%
en paises desarrollados
Nifos y adolescentes

'y 8.1% 12.9% 48 37.2%
en paises en desarrollo
Nif dol t

e 8.4% 13.4% 5.0 37.3%

en paises en desarrollo

En Colombia, el exceso de peso aumenta de manera proporcional con la edad y
esta asociado positivamente con indicadores de estatus socioeconémico. Se
estima que en el pais, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en hombres y
mujeres entre 18 y 60 afios es de 47,4% y 57.1% respectivamente(12).

Dado todo lo anterior, ademas de que la obesidad esta asociada con el incremento
del riesgo de muerte, envejecimiento acelerado, céncer, aterosclerosis,
hipertension, dislipidemia y enfermedades en las rodillas, este padecimiento es
calificado como una pandemia(13).

La obesidad es considerada un estado inflamatorio cronico de bajo grado(14) que
estd relacionado directamente con el aumento del volumen del tejido adiposo,
como consecuencia del balance energético positivo mantenido en el tiempo,
proveniente de la diferencia entre la energia que ingresa al sistema y la energia
utilizada por el organismo.

Ademas de sus funciones clasicas de almacenamiento de lipidos, hoy se sabe que
el tejido adiposo es un érgano endocrino que produce y secreta una gran variedad
de adipocinas, que sirven como moléculas sefial, para mantener la comunicacién
entre el tejido adiposo y otros 6rganos(11)

Se han identificado dos tipos principales de tejido adiposo; el tejido adiposo blanco
(TAB) y el tejido adiposo marrén (TAM). EI TAB principalmente almacena la
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energia del organismo y sirve de aislamiento y proteccion mecanica para algunos
organos vitales. Los adipocitos maduros del TAB manifiestan el perfil de expresion
necesario para la captacion de glucosa, sintesis de triacilgliceroles, lipogénesis, y
lipdlisis(15). Por otro lado, el TAM metaboliza los acidos grasos para producir
calor(16).

Los adipocito del TAB tienen una forma variable, generalmente esférica y con un
tamafio que oscila entre 25 y 200 um; tienen un nudcleo periférico y plano y un
citoplasma delgado que contiene una gota lipidica que ocupa el 90% del volumen;
presenta pocas mitocondrias y un reticulo endoplasmatico pequefio(17).

Los factores de riesgo asociados con la obesidad, estan intimamente ligados a un
exceso de tejido adiposo blanco (TAB), a cambios en sus funciones y a su
distribucion corporal. Los cambios funcionales del TAB se dan en la medida en
que éste aumenta de tamafo, debido principalmente a la sobrealimentacion. El
aumento de tamafio del tejido adiposo puede deberse tanto al aumento de tamafio
de los adipocitos existentes (hipertrofia)(18), como a la generacion de nuevos
adipocitos (hiperplasia)(19); Estudios indican que individuos con hipertrofia e
hiperplasia del tejido adiposo en la parte central o visceral de su cuerpo, presentan
mayor riesgo de mortalidad y de padecer enfermedades metabdlicas, comparados
con aquellos que presentan acumulacion de grasa a nivel subcutaneo(20).

Como consecuencia de las modificaciones en el espaciamiento de la fraccion
vascular-estromal del tejido adiposo visceral, causadas por la hipertrofia y la
hiperplasia de los adipocitos, algunas de las células de dicho tejido, ubicadas lejos
de los vasos sanguineos, desarrollan hipoxia y luego necrosis; posteriormente,
son rodeadas por células fagociticas que comienzan procesos inflamatorios que
conducen a la remocion de dichas células(21).

Por otra parte, el incremento metabdlico asociado al sobre-almacenamiento de
acidos grasos en los adipocitos hipertrofiados, promueve procesos de
lipoperoxidacién (oxidaciéon de moléculas lipidicas al interior del adipocito), que
conducen a un escenario de estrés oxidativo caracterizado por el aumento de los
niveles de especies reactivas de oxigeno (como el ién superéxido, O%) y de
nitrogeno (como el oxido nitrico, NO). Consecuentemente, células inmunoldgicas
son reclutadas desde la periferia hacia el tejido adiposo, exacerbando el proceso
inflamatorio a nivel local(21)

Como resultado de la hipoxia y la hiperoxidacion de acidos grasos, los adipocitos
presentan alteraciones funcionales caracterizadas por estrés reticular asociado al
aumento metabdlico, procesos de plegamiento incorrecto de proteinas y autofagia,
lo cual es capaz de desencadenar apoptosis en estas células(22). Al igual que los
procesos celulares descritos, la apoptosis aporta a la inflamacion sistémica de
grado bajo.
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Es importante resaltar que el tejido adiposo por si mismo, no altera la funcion
metabolica; se necesita una combinacion de hipertrofia e hiperplasia de los
adipocitos del tejido adiposo ubicado en el area visceral/central de un individuo.

La importancia de las modificaciones del TAB, varia dependiendo de las etapas
del desarrollo en el ser humano. Los adultos, tanto con peso normal como obesos,
mantienen una poblacién adipocitaria, sobre la base de unas tasas proporcionadas
de adipogénesis y apoptosis, mientras que los nifios y adolescentes incrementan
el nimero de adipocitos de su TAB, con una tasa de proliferacion superior cuando
son obesos en comparacion con los sujetos delgados(23). Se puede concluir
entonces que la obesidad de establecimiento temprano genera un incremento de
la poblacién celular adipocitaria que, de cierta forma, actuaria como un factor
protector minimizando el grado de hipertrofia adipocitaria; esto atenuaria el cambio
del patrén de secrecion de adipoquinas durante la infancia pero incrementaria el
riesgo de obesidad severa en la adultez(24).

La adiposidad, definida como la fraccion total de la masa corporal compuesta por
el almacenamiento de lipidos en el tejido adiposo, no solo esta relacionada con
pardmetros fisiologicos como la presion sanguinea, la sensibilidad a la insulina y
los niveles de triacilgliceroles, sino también con las concentraciones leptina.

La via de sefializacion de la leptina se considera la fuente principal de informacion
utilizada por el Sistema Nervioso Central (SNC) respecto a los depdsitos
energéticos del TAB en forma de triacilgliceroles. La leptina, esencial para la
regulacion del crecimiento, el metabolismo y la reproduccion, es un polipéptido
producido principalmente por los adipocitos maduros, aunque también, en menor
proporcion, por otros tejidos(25). La leptina actia como una sefial de adiposidad
mas que como una sefial de saciedad, en la medida en que sus niveles séricos se
relacionan con el contenido graso corporal y fluctian en relacion con los cambios
en el mismo, aunque con una gran variabilidad entre individuos con un mismo
indice de masa corporal (IMC)(26). La leptina circula a nivel vascular, tanto libre
como unida a proteinas, con mayores niveles nocturnos(25) y regula la actividad
de varias poblaciones neuronales en el SNC, especificamente en el hipotdlamo y
en el tronco encefélico(27).

La expresion génica de la leptina es negativamente regulada por el receptor
activado por proliferadores de peroxisomas tipo gamma (PPARY) y positivamente
por C/EBPa. Ambos actuan como factores de transcripcion que se encargan del
control de la diferenciacion del adipocito(28). La expresion de la leptina en el tejido
adiposo es estimulada principalmente con el consumo de alimentos y disminuye
durante el ayuno, asi como en la diabetes. La sintesis de leptina es estimulada por
la insulina, los estrégenos y los glucocorticoides, e inhibida por los andrégenos. Se
han observado niveles elevados de leptina en nifios obesos y reducidos en
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situaciones de malnutricion, como la anorexia nerviosa(24). Ademas, la
hiperinsulinemia aumenta la produccion de leptina, al tiempo que el incremento del
indice de leptina libre fomenta la resistencia periférica a la accion de la
insulina(29).

La importancia de la leptina en el balance energético se evidencid en humanos
con deficiencia congénita de leptina(30) y de R-LEP (Receptor de Leptina)(31).
Estos sujetos presentan una obesidad muy grave, de inicio temprano y ausencia
de desarrollo puberal, que puede resolverse tras la administracion de leptina
biosintética (32).

La implicacion de otras adipoquinas en el control de la homeostasia energética es
menos evidente, pero no puede ser descartada; por ejemplo, que uno de los
mayores determinantes del desarrollo de RI asociada a obesidad, es la
disminucién en la produccién de adiponectina en el TA de los pacientes obesos.
La deficiencia genética de adiponectina se asocia al desarrollo de RI, mientras que
su administracion a modelos experimentales aumenta la sensibilidad a la accién
de la insulina que parece, ademas, regular negativamente la expresion de
adiponectina(33).

La resistina es otro factor esencial en el desarrollo de resistencia a la insulina
asociada a obesidad en modelos murinos; en el ser humano esta adipoquina,
perteneciente a la familia FIZZ (found in inflammatory zone), ejerce un efecto
fundamentalmente proinflamatorio. Esta diferencia responde a la limitada
homologia estructural entre especies (en torno al 60%) y a la diferencia en su
fuente de produccién principal: adipocitos en el raton, células mononucleares en el
ser humano(34). Estudios recientes de casos y controles en humanos, han
demostrado la existencia de un riesgo incrementado de desarrollo de DM2 en
pacientes con niveles elevados de resistina(35)

Otro factor determinado por la inflamacién cronica leve desencadenada por
obesidad, es la capacidad del TAB para producir proteinas de quimioatraccion
(quimioquinas), que determinan un incremento de los subtipos proinflamatorios de
monocitos y macréfagos(36). Este hecho modifica el componente estromal de
secrecion de citoquinas(37), que supone un cambio en el patron de secrecidn de
adipoquinas de los adipocitos hipertréficos, en comparacion con el de aquellos
mas pequenos.

Las quimoquinas son un tipo de adipoquinas, que favorecen la interaccion de los
leucocitos circulantes con el endotelio de los vasos sanguineos del tejido,
induciendo su migracion al lugar de la inflamaciéon. El principal quimoatrayente
secretado por los adipocitos en condiciones de obesidad, es la proteina
guimoatrayente de monocitos 1 (MCP1, por su sigla en inglés)(38), que contribuye
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a la infiltracion de macrofagos al tejido adiposo en procesos inflamatorios
relacionados con obesidad(39).

Los macréfagos se han clasificado en dos tipos, de acuerdo al perfil de citocinas
que secretan; los macrofagos M1 (macréfagos activados clasicamente) que
producen citocinas proinflamatorias y los macréfagos M2 (macréfagos activados
alternativamente) que secretan citocinas antiinflamatorias como interleuquina 10
(IL-10) y factor de crecimiento transformante b (TGF-b).

Los compuestos que activan el perfil M1 de los macréfagos in vitro, son el
interferon gamma (IFN-y) y el lipopolisacarido (LPS), que ejerce un efecto similar a
los acidos grasos libres en el organismo (FFA, por sus siglas en inglés), mientras
que el perfil M2 es activado por interleucina 4 (IL-4) e interleucina 13 (IL-13)(40).

En pacientes obesos, se ha encontrado un incremento importante de los
macréfagos M1 en el TAB(41). Dichos macrofagos producen y secretan citoquinas
proinflamatorias como el factor necrético tumoral alfa (TNFa), la interleuquina 6
(IL-6) y la interleuquina 1B (IL-1B)(42).

El TNFa es una citoquina proinflamatoria producida por numerosas células, pero
principalmente por los macrofagos y los linfocitos. Se ha encontrado que los
adipocitos de roedores producen esta citoquina en mayor cantidad que los
adipocitos de humanos. En roedores, el TNFa estd involucrado con la
fisiopatologia de la resistencia a la insulina(43). Uno de los posibles mecanismos
mediante los cuales esta citoquina interfiere con la sensibilidad a la insulina es a
través de la fosforilacion anormal de sustrato del receptor de la insulina (IRS-1),
gue trae como consecuencia la inhibicion de la produccion y translocacion de
GLUT4 en 3T3-L1(44). ElI TNFa inhibe la adipogénesis, bloqueando la absorcién y
almacenamiento de &cidos grasos por medio de la disminucion de la expresion y
actividad de la lipoproteina lipasa (LPL)(45). De igual modo, aumenta la expresion
de leptina, disminuye la de adiponectina en adipocitos(46) y aumenta la
produccion de resistina en leucocitos de sangre periférica(47). La expresion TNFa
en adipocitos y macrofagos es regulada negativamente por la adiponectina, a
través de la inhibicion del factor de transcripcion NF-kB (factor nuclear kB) por
medio de PPARY(48).

La IL-6 es una citoquina producida por muchos tipos celulares incluidas las células
del tejido adiposo; durante la obesidad, la cantidad de IL-6 se ve aumentada en
dicho tejido(49). En ausencia de procesos inflamatorios agudos, aproximadamente
entre el 15% y el 30% de la IL-6 en sangre proviene del tejido adiposo(50). El
tejido adiposo visceral secreta tres veces mas IL-6 que el subcutaneo(51), lo que
podria explicar el rol deletéreo de la obesidad central en las enfermedades
metabodlicas. La mayor parte de la secrecion de IL-6 por parte del tejido adiposo

proviene de la fraccion estromal-vascular, compuesta por células endoteliales y
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macrofagos(52). La IL-6 es una citoquina multifuncional que tiene receptores en
varios tipos celulares. Una de sus mayores acciones es regular positivamente la
produccion hepatica de proteinas inflamatorias como la proteina C reactiva (CRP).
Hay una posible relacion directa entre los niveles de IL-6 del tejido adiposo y los
niveles de CRP en sangre(53), lo que implica un riesgo cardiovascular
importante(54). Estudios sugieren que la IL-6 podria estar implicada en la
resistencia a la insulina y sus complicaciones(55-57). El receptor de IL-6
pertenece a la familia de receptores de citoquinas de clase I, los cuales utilizan las
vias de sefializacion de las Janus quinasas (JAKs). Estudios han demostrado que
la interaccion entre las citoquinas y la via de sefializacion de la insulina, conduce a
una disminucion en la sefial de la insulina en presencia de citoquinas. El
mecanismo involucrado en este proceso no es del todo claro, pero hay evidencia
que sugiere la participacion de proteinas quinasas en la activacion de la tirosina
fosfatasa(58) o la interaccion de proteinas supresoras de sefializacion de
citoquinas SOCS con el receptor de la insulina.

En pacientes con obesidad central, la reduccion en los niveles de citocinas
antiinflamatorias y un consecuente incremento de citocinas proinflamatorias en el
tejido adiposo, da como resultado el desarrollo de resistencia a la insulina a nivel
de los adipocitos. Este fendmeno, estimula la liberacion de FFAs y la posterior
acumulacion de los mismos en Organos que no estan facultados para esto,
generandose una lipotoxicidad que desencadena en resistencia a la insulina a
nivel sistémico. Como respuesta, el organismo activa sistemas compensatorios
para regular los niveles de glucosa en sangre, aumentando la produccion de
insulina lo que, eventualmente, ocasiona el dafio de las células pancreéticas,
produciendo DM2. En este proceso natural de desarrollo de DM2 (Figura 1), juega
un papel importante la predisposicion genética.

Historia natural de la Diabetes Mellitus tipo 2

Rewutencin a lo insuling

Glucosa an sangte

Oestuncian de colulas 0

//l

Froduccidn de muubng

Normal Disminucion de la Diabetes tipo 2
tolerancia a la glucosa

Figura 1. Historia natural de la Diabetes Mellitus tipo 2(59).



La insulina es una hormona peptidica de 5.8KDa, que es secretada por las células
B de pancreas. Una de sus principales funciones es mantener los niveles de
glucosa en sangre en un rango entre 80 y 105 mg/dl, favoreciendo la entrada y el
almacenamiento de dicho nutriente en musculo y tejido adiposo e inhibiendo la
produccion de nueva glucosa en higado (gluconeogénesis). Ademas, la insulina
regula el metabolismo de los lipidos y proteinas y promueve la division y el
crecimiento celular(60).

La accién bioldgica de la insulina comienza cuando ésta se une a los receptores
de la insulina (IR), que al ser estimulados por su ligando, se autofosforilan en
residuos de tirosinas (Tyr). El IR est4 conformado por dos subunidades o y dos ,
unidas por puentes disulfuro. Las subunidades a estan por fuera de la membrana
plasmatica y contienen los sitios de unién a la insulina. Las subunidades B tienen
una parte transmembrana y otra que se ubica en el interior de la célula, en donde
se localiza el dominio con actividad quinasa de Tyr.

En ausencia de estimulo, las subunidades a regulan a las B, impidiéndole al
receptor autofosforilarse. Cuando la insulina se une al receptor, las subunidades a
cambian de forma para permitir que las subunidades B se activen y se puedan
autofosforilar en los residuos de tyr. En este punto se considera que el IR esta
activado y se encienden cascadas de sefializacién que dependen de un diverso y
sincronizado numero de interacciones proteicas.

La via de fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K) es el principal mecanismo por medio del
cual la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo de la glucosa y de los
lipidos (Figura 2). El sustrato del receptor de la insulina (IRS) fosforila al IR en uno
de sus sitios de fosforilacion, y este sitio fosforilado se convierte en un sitio de
union y activacion de proteinas que contienen el dominio SH2 (de homologia al
dominio 2 de la proteina Src), que en su mayoria son proteinas adaptadoras,
como el caso de PI3K. Las PI3K son heterodimeros que poseen una subunidad
reguladora (p85a, p55a, p50a, p85B 6 p55PIK) y una subunidad catalitica (p110aq,
p110B 6 p11089). Las subunidades reguladoras son proteinas adaptadoras que
contienen el dominio SH2, que permiten su unién a los IRS (sustratos del receptor
de la insulina).

La union entre PI3K e IRS produce cambios en la subunidad reguladora de PI3K
dando como resultado la activacion de la subunidad catalitica de esta proteina.
Como consecuencia, p110 se localiza cerca de la membrana plasmatica, fosforila
los sustratos Pl4-P (fosfatidilinositol 4-fosfato) y Pl4,5-P2 (fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato), generando los productos PIP2 (PI3,4-bisfosfato) y PIP3 (PI3,4,5-
trisfosfato), respectivamente. Al PIP3 se unen quinasas de serina (Ser) como
PDK1 (quinasa dependiente de fosfoinositidos-1), y Akt o proteina quinasa B
(PKB)(61)
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Figura 2. Activacion de la via de la PI3K/Akt por la insulina(62).

Cuando Akt es reclutada a la membrana, debe ser fosforilada en dos residuos
(Serd73 y Thr308) para que se active completamente. Para que estas
fosforilaciones ocurran, AKT debe interactuar con PDK1 y PDK2(63). Akt regula
varios efectos metabdlicos de la insulina, por medio de la fosforilacion directa e
indirecta de varios sustratos, que incluyen la enzima glucégeno sintasa (GS), la
glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK3), la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS),
la fosfofructoquinasa 2 (PFK2), la proteina de union al elemento de respuesta al
AMP ciclico (factor de transcripcion CREB), la molécula blanco de la rapamicina
en mamiferos (MTOR), la caspasa 9 y la proteina antiapoptoética antagonista de
Bcl2 (BAD).

Adicional a todo lo anterior, la insulina promueve la translocacion del transportador
de glucosa GLUT4 a la membrana plasmaética, por una via que depende de PI3K y
de Akt. EL mecanismo se muestra en la Figura 3. Diferentes evidencias indican
gue el transporte de GLUT4 a la membrana plasmatica, depende de mecanismos
en los que participa la proteina AS160 (sustrato de Akt de 160KDa), que cuando
no estéa fosforilada, regula negativamente la actividad de las proteinas G pequefias

11

Citoplasma



(Rab), que participan en el trafico vesicular de GLUT4. Asi es que cuando AS160
es fosforilada por Akt, la primera se inhibe y se incrementa el trafico del
transportador de GLUT4 a la membrana dependiente de Rab(63). Recientemente
se describié en adipocitos, una via de transporte de glucosa independiente de
PI3K, que involucra a las proteinas Cbl, APS y CAP.

Glucosa

Membrana

plasmaética ‘_‘
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Figura 3. Regulacion del transporte de glucosa por la insulina(62).

Cuando hay resistencia a la insulina (RI), las células que normalmente responden
a la insulina dejan de hacerlo; se genera una disminucion en el transporte de
glucosa inducido por insulina en adipocitos y masculo esquelético, un aumento en
la produccién de glucosa hepética y se altera el metabolismo de los lipidos en el
tejido adiposo e higado(64). Molecularmente, los mecanismos por los que se
general dicha resistencia pueden variar de un individuo a otro, pero en términos
generales, la Rl es la consecuencia de una deficiencia en la sefializacion de la
insulina, causada por mutaciones o por modificaciones post-traduccionales del
receptor de la insulina (IR) o de moléculas efectoras en la cascada de la
sefalizacion. En algunos casos la Rl se debe a defectos en la unién de la insulina
a su receptor, pero es mas frecuente que existan alteraciones después de la union
de la insulina, que alteren la funcionalidad del receptor o la actividad de las
proteinas localizadas en la ruta de sefializacion(65). Dentro de las alteraciones se
encuentran la disminucién de la cantidad de receptores, la disminucion de la
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actividad quinasa de los receptores, un aumento en el estado de fosforilacion en
residuos de Ser/Thr de proteinas clave como el receptor y su sustrato, una
disminucién de la actividad de las quinasas PI3K y Akt, y defectos en la expresion
y funcion del transportador GLUT4(64).

Se han reportado, como se mencioné anteriormente, varios agentes y condiciones
metabdlicas asociadas con la RI. Los mas comunes son los acidos grasos libres y
sus metabolitos, el TNF-a y otras citoquinas y algunas adipoquinas como la
leptina y la resistina. En la Figura 4 se pueden observar algunos mecanismos por
los cuales dichas moléculas contribuyen a la RI.

g

, \ / G
ﬂ p— f—— rvésyceml‘ceg:sld

N VAVAVA  WAVAYA

\ Meatabolic genes Inflammatory genes
ipogenesis, gluconecgenesa,  [Cytokine/chemokine
sterol synthesis) expression)
Figura 4. Convergencia de algunas moléculas metabdlica que interfieren con la
sefalizacion de la insulina(64).

El mejor abordaje para el manejo de DM2 es la prevencién a través de una dieta
saludable y ejercicio fisico, pero debido a una alimentacion hipercalérica, el
sedentarismo, la falta de actividad fisica, la escasa prevencién y control de la
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obesidad y las limitaciones de los tratamientos convencionales, se ha empezado a
considerar la medicina natural como una alternativa viable.

Algunos compuestos naturales con actividad inmunometabodlica son los

polifenoles (resveratrol), flavonoides (quercetina), fenoles (curcumina) y triterpenos
(acido ursdlico, acido oleandlico, lactonas) Las estructuras quimicas de dichos

compuestos se pueden observar en la Figura 5.
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Figura 5. Estructura quimica de algunos compuestos naturales con actividad

inmunometabdlica.
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En la Tabla 2 se pueden apreciar los efectos inmunometabdlicos de algunos
compuestos naturales.

Tabla 2. Efectos inmunometabdlicos de algunos compuestos naturales.

Resveratrol (RSV)

Ref

Fuente: RSV comprado en Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA y
disuelto en dimetil sulféxido (DMSO)

Efecto Modelo de estudio

Disminucion de la expresion
transcripcional de MCP-1, IL-6, IL-
1B, PAL-1

Tejido adiposo humano incubado en
presencia y ausencia de IL-1p vy

tratado con RSV. Medicion por qRT-

Aumento en la  expresion PCR

transcripcional de Adiponectina

Tejido adiposo humano incubado en
presencia y ausencia de IL-1p vy
tratado con RSV. Medicion por Elisa.

Disminucion de la expresion
proteica de IL-6

Mecanismo de accién

Hallazgo Modelo de estudio

El efecto antiinflamatorio del RSV
estd mediado, al menos en parte, | Preadipocitos de cultivo primario
por la enzima Sirtl. humano totalmente diferenciados e
Se midio la expresion | incubados con IL-1B, en presencia y
transcripcional de MCP-1 y se | ausencia de RSV Yy sirtinol (inhibidor
encontro que el sirtinol contrarresta, | de la actividad de Sirtl) por 24h.

en gran medida, el efecto del RSV.

(66)

Fuente: RSV comprado en Calbiochem (San Diego, CA)

Efecto Modelo de estudio

Aumenta la fosforilacion de AMPK | Células HepG2 tratadas con
de forma dosis-dependiente resveratrol durante 1h. Medicién por

Aumenta la fosforilacion de ACC Western Blot.

Mecanismo de accion: RSV se une y activa a Sirtl mediante el incremento
de la afinidad de esta proteina a sus sustratos. Dado que el RSV no tiene
un efecto en el estado energético de la célula (no varia el ratio ATP/AMP),
se considera que este actia creando un estado ficticio de restriccion
calorica, en el cudl, mediante la activacibn de Sirtl, se potencia la
fosforilacion de AMPK y ACC

(67)
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QUERCETINA (QU)

Fuente: QU comprado en Zelang Pharmaceutical Co., Ltd. (Nanjing,

China) Ref
Efecto Modelo de estudio

QU inhibe la diferenciacion , ,
adipocitaria en células 3T3-L1. Modelo celular 3T3-L1 diferenciadas

. .. _|con hormonas y expuestas, en
Diminuye la expresion | B , o
transcripcional de AP2, C/EBPa y dlfjrentes dias de la diferenciacién, a
PPARy. Q
QU Revierte la resistencia a la
insulina y normaliza los niveles de
glucosa de los ratones obesos. Ratones C57/BL6. Modelo de | (68)
QU disminuye los niveles de leptina | obesidad inducida por dieta alta en
en suero de ratones obesos grasa, tratados 4 sem con QU
QU disminuye el peso de ratones
obesos
Mecanismo de accion: QU inhibe la actividad transcripcional de PPARy
inducida por rosiglitazona, indicando que QU actia como antagoénico de
PPARy. Se confirmo la unién entre QU y PPARy y que QU compite con
rosiglitazona por el sitio de union de PPARYy y logra desplazarla.

CURCUMINA (C)

Fuente: Comprado en Sigma Ref
Revierte la resistencia a la insulina y | Ratas Wistar. Modelo DM2 (dieta
normaliza los niveles de glucosa de | alta en grasa + STZ 30 mg/kg de
las ratas diabéticas peso ) Tratadas con 3 dosis de C
Aumenta la fosforilacion de ACC y | Modelo celular L6 (mioblastos de
AMPK de forma dosis dependiente musculo  esquelético de rata)
Disminuye la cantidad de &cidos | diferenciadas a miotubos con suero
grasos libres de forma dosis |de caballo. Medio suplementados | (69)

dependiente

con diferentes concentraciones de C

Mecanismo de accién: C activa AMPK tanto en modelos in vitro como in

Vivo.
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ACIDO URSOLICO (AU)

Fuente: El AU fue comprado en Sigma (St. Louis, MO, USA) Ref

Efecto Modelo de estudio

Incrementa la captacion de glucosa | Modelo celular 3T3-L1 diferenciadas

Potencia la expresion de GLUT4 y | con hormonas y expuesta a
Su translocacion diferentes concentraciones de AU (70)

Mecanismo de accidon: AU incrementa la captacion de glucosa a través de
la regulacién de la actividad de proteinas claves de la via de sefalizacién
de PI3K (Akt, A160 y PDK)

Fuente: El AU fue obtenido de Enzo Life Sciences Ref

Efecto Modelo de estudio

Reduce la obesidad inducida por
dieta, la intolerancia a la glucosa y
las enfermedades de higado graso

Ratones C57/BL6. Modelo de
obesidad inducida por dieta alta en

grasa, suplementada con AU | (70)

Incrementa el tejido adiposo marrén
durante 6 semanas

Incrementa el gasto de energia

Mecanismo de accion: AU Incrementa la actividad de Akt en musculo
esquelético e induce su hipertrofia

Partiendo del hecho de que Colombia posee una gran biodiversidad y una amplia
tradicion en el uso de plantas medicinales, los grupos de Genética Molecular
(GENMOL), y Quimica Organica de Productos Naturales de la Universidad de
Antioquia, han estudiado los efectos metabdlicos de plantas catalogadas como
antidiabéticas en el Vademécum Colombiano de Plantas Medicinales, editado por
el Ministerio de Proteccibn Social de Colombia. Se evalu6 el efecto de los
extractos de Casco de vaca (Cv) y Eucalipto (Eu) sobre miotubos (C2C12) y
células hepaticas (HepG2) resistentes a la insulina y se determinaron las
fracciones responsables de la actividad; ademas se evalud el efecto de los
extractos en un modelo nutricional de DM2. La conclusién de dicho trabajo fue que
tanto Cv como Eu, tienen potencial como hipoglicemiantes/antidiabéticos cuando
se prueban en células C2C12 y HepG2 resistentes a la insulina. Ademas, la
fraccion con polaridad intermedia (rica en triterpenos) de Eu mejora la tolerancia a
la glucosa y a la insulina en un modelo nutricional de DM2, efecto que se asocia,
probablemente, con una disminucion en la inflamacion del tejido adiposo visceral.
Dicha disminucion se puede observar en la disminucion de la expresion
transcripcional de genes proinflamatorios (MCP-1, TNFq, IL-1 e IL-6). Se encontro
ademas que la fraccién con polaridad intermedia reduce la expresion de mRNA de
glucosa 6 fosfatasa, lo que regularia negativamente la gluconeogénesis(71).
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En el proyecto “Evaluacion de la actividad de fracciones ricas en triterpenos de
Eucalyptus tereticornis, sobre marcadores inmunometabdlicos asociados a tejido
adiposo de ratdon: Contribucion a la busqueda de farmacos para el tratamiento de
Diabetes Mellitus Tipo 27, se pretende avanzar en la identificacion de los posibles
blancos farmacoldgicos para limitar la obesidad y/o sus consecuencias
metabdlicas, por medio de una mayor comprension, a nivel celular, de los efectos
del tratamiento con Fracciones ricas en triterpenos de Eucalyptus tereticornis, en
lineas celulares de adipocitos y macréfagos de raton.

2. OBJETIVOS
2.1 General

Evaluar efectos de fracciones ricas en triterpenos de Eucalyptus tereticornis (Eu)
sobre marcadores inmunometabdlicos, en modelos in vitro e in vivo de tejido
adiposo de raton.

2.2 Especificos

e Determinar los efectos de fracciones ricas en triterpenos de Eu, sobre
el contenido de acidos grasos y la expresion de genes funcionales en
la linea celular 3T3-L1.

e Determinar los efectos de fracciones ricas en triterpenos de Eu, sobre
la expresién de genes pro-inflamatorios en la linea celular J774.

e Evaluar los efectos de fracciones ricas en triterpenos de Eu, sobre el
estado oxidativo, en lineas celulares 3T3-L1y J774.

e Evaluar los efectos de las fracciones ricas en triterpenos de Eu, sobre
la expresion de genes funcionales de tejido adiposo en un modelo de
pre-diabético de raton.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Quimicos y reactivos

Todos los solventes que se utilizan para la extraccion y fraccionamiento: n-hexano,
metanol, diclorometano y acetato de etilo, han sido previamente destilados a partir
de fuentes comerciales, en el laboratorio de quimica organica de productos
naturales. La cromatografia de capa delgada (CCD) se corre en cromatoplatos de
gel de silica previamente tratados con aluminio F254 (Merck, Darmstadt,
Germany). La cromatografia de columna se realiza con Sephadex LH-20 20
(Sigma, St. Louis, MO, USA) y columnas de vidrio (60x7cm) rellenas de silica gel
60H (Merck, Darmstadt, Germany). Las resonancias magnéticas nucleares RMN
'H y RMN 3C y el espectro bidimensional se obtienen mediante un
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espectrofotometro AMX300 (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Germany) que
opera a 300MHz para H y a 75MHz para 3C.

Phosphate buffered saline (PBS, 1x Gibco, Carlsbad, CA, USA). Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, bajo en glucosa), Suero fetal bobino, P/S
penicilina/estreptomicina (P/S) a 10000 U/mL, glutamina e insulina a 100U/mL.

3.2 Extractos vegetales

Las hojas se recolectan de arboles de Eu en etapa de no florecimiento, en el
corregimiento de Mariangola, Cesar, Valledupar - Colombia, a una temperatura
promedio de 30°C.

El extracto crudo se extrae mediante una separacién liquido-liquido con
hexano:metanol:agua en proporciones 4:3:1; posteriormente se recoge la fase
organica para reducir su volumen y luego se filtra al vacio. El precipitado que se
forma se recolecta, almacena, y se denomina OBE100. Los compuestos presentes
en OBE100 se siembran en una columna de sephadex LH -20 y son eluidos con la
mezcla diclorometano:hexano:metanol en proporcion 2:1:1. De este modo se
obtienen 25 fracciones aproximadamente, que se agrupan en 10 fracciones, de
acuerdo a la composicion observada en la Cromatografia de capa fina (CCF). Las
fracciones con mayor cantidad de compuestos violeta en un Rf = 0.35, luego de
revelar con vainillina, se siembran en una columna de silica 60 y son eluidas con
la mezcla hexano:acetato de etilo en proporcién 4:1, obteniéndose la fraccion
denominada OBE104.

Los compuestos mayoritarios de OBE100 y la composicién quimica de OBE104 se
identifican mediante RMN "H y RMN "3C.

Cuando se habla de las fracciones, se hace referencia a OBE100 y OBE104 a las
diferentes concentraciones de trabajo utilizadas para cada linea celular: 25ug/mL y
50ug/mL para células 3T3-L1, 50ug/mL y 100ug/mL para células J774.

3.3 Mantenimiento de lineas celulares

La linea de fibroblastos 3T3-L1, es una linea celular de preadipocitos
comprometida a diferenciarse a adipocitos y derivada de células de embrién de
ratbn (72), se adquiere de la ATCC (American Type Culture Collection) y se
mantiene en frascos de cultivo de 75 cm?® a 37°C en una atmoésfera de 95% de aire
y 5% CO2 con medio de crecimiento (MC1l): DMEM + Glucosa(25mM) +
SFB(10%) + S/P(1%) + glutamina(2mM).

La linea celular J774, derivada de sarcoma reticular murino y con caracteristicas
de macrofagos peritoneales de ratdn(73) se adquiere de la ATCC (American Type
Culture Collection) y se mantiene en frascos de cultivo de 75 cm® a 37°C en una
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atmosfera de 95% de aire y 5% CO2 con medio de crecimiento (MC2): DMEM +
Glucosa(5.5mM) + SFB(10%) + S/P(1%) + glutamina(2mM).

Tanto el MC1 como el MC2 se reemplazan cada dos dias hasta que los cultivos
alcanzan un méximo de confluencia del 80%.

3.4 Diferenciacion de preadipocitos 3T3-L1 a adipocitos maduros

Una vez las células 3T3-L1 alcanzan el 80% de confluencia en los frascos de 75
cm?, se siembran en platos de 24 pozos. Para despegarlas se tratan con tripsina-
EDTA al 0,25% por 10 min a 37°C. La reaccion de la tripsina se inactiva con MC1.
Después de 48h de confluencia total, el MC1 se remplaza por Medio de
Diferenciacion 1 (MD1): MC1 + Insulina (1pg/mL) + FBS (10%) + IBMX (0.5uM) +
Dexametasona (0,25uM) + Rosiglitasona (2uM). Después de 48h con MD1, éste
se sustituye con Medio de Diferenciacion 2 (MD2): MC1 + Insulina (1pg/mL).
Luego de 48h con MD2, las células se incuban con MCL1 (con o sin las fracciones),
el cual se refresca cada dos dias hasta ajustar un total de 7 dias. En este punto,
se colecta el sobrenadante para la cuantificacion de proteinas y/o lisados celulares
para los andlisis de expresion de RNAm, de acuerdo al experimento a realizar.

3.5 Activacion de células J774 a su perfil proinflamatorio

Una vez las células J774 alcanzan el 80% de confluencia en los frascos de 75
cm3, se siembran en platos de 24 pozos. Para despegarlas se tratan con tripsina-
EDTA al 0,25% por 10 min a 37°C. La reaccién de la tripsina se inactiva con MC2.
Cuando éstas células alcanzan el 80% de confluencia, el MC2 se sustituye con
Medio de Activacién (MA): MC2 + LPS (1ug/mL) + INF-y (20ng/mL). Luego de 18 6
24 horas el MA es cambiado por mas MA con o sin las fracciones. En este punto,
se colecta el sobrenadante para la cuantificacion de proteinas y/o lisados celulares
para los andlisis de expresion de RNAm, de acuerdo al experimento a realizar

3.6 Ensayos de citotoxicidad

La actividad citotoxica de los extractos de Eu se evalGa sobre las células J774 y
3T3-L1. Para esto se realiza un ensayo colorimétrico que emplea la sal de
tetrazolio, MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-Proteina Cebadores 2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio). En este ensayo la accibn de enzimas deshidrogenasas
mitocondriales reduce la sal, de color amarillo, a azul de formazan. El azul de
formazan se puede solubilizar y cuantificar utilizando un espectrofotometro y el
resultado indica la proliferacion celular.

Ambas lineas se siembran a una densidad de 25.000 células por pozo en placas
de 24 pozos con MC1l o MC2 segun el caso. Durante el protocolo de
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Diferenciacién o Activacion, dependiendo del tipo celular, las células se exponen a
diferentes concentraciones de las fracciones (25ug/mL y 50ug/mL para células
3T3-L1y 50ug/mL y 100 pg/mL para células J774). Una vez transcurrido el tiempo
de cada protocolo, se adicionan 20 yL de MTT vy, al cabo de 3-4 h en atmosfera de
5 % CO2 a 37°C, se descarta el medio y se adicionan 200 pL/pozo de DMSO para
disolver los cristales de formazan. Una vez disueltos, se mide la densidad Optica a
570nm en el multilector de microplatos Varioskan™ LUX (Thermo Fisher
Scientific). Como control de viabilidad se usan células cultivadas en ausencia de
las fracciones. Todas las condiciones se realizan por triplicado y los resultados se
expresaron como concentracion letal media (CL50), a partir de curvas de
concentracion—efecto (porcentaje de proliferacion celular) mediante el analisis de
regresion lineal, calculada por el método Probit.

Adicionalmente, se realizaron ensayos de viabilidad por citometria de flujo,
utilizando la solucién de tincibn 7AAD (7-Aminoactinomycin D), que es un
compuesto quimico fluorescente que se intercala en las regiones ricas en GC
(guanina-citosina) del DNA. ElI 7AAD no es capaz de atravesar la membrana
citoplasmatica de células intactas; solo es difundido a través de las membranas
rotas o que tengan alguna disrupcién. Por este motivo, se utiliza como un
marcador de viabilidad.

Cuando las células culminan el protocolo de diferenciacion o activacion segun el
tipo celular, se les adiciona 5ul de 7AAD por cada millon de células y se incuba 5
minutos. Se procede a realizar la lectura de fluorescencia en el Citometro BD
LSRFortessa™ (BD) a 650nm de absorvancia.

3.7 Andlisis del contenido de triacilglicerol en células 3T3-L1

Para observar si el tratamiento afecta el proceso de lipdlisis, las fracciones son
adicionadas en el dia 11 del protocolo de diferenciacion descrito en el numeral 3.4
y se dejan durante 24h. La cantidad de triacilglicerol se cuantifica tifiendo las
células 3T3-L1 por medio de la técnica de Oil Red. Para corroborar el resultado, se
mide la concentracion de acidos grasos libres en sobrenadante de células 3T3-L1
utilizando el Free Fatty Acid Quantitation Kit (SIGMA-ALDRICH, St Louis, USA)
Para observar si el tratamiento afecta el proceso de lipogénesis, las fracciones son
adicionadas en el dia 4 del protocolo de diferenciacion descrito en el numeral 3.4y
se dejan durante 7 dias, refrescando el medio cada 2 o 3 dias. El dia 11, la
cantidad de triacilglicerol se cuantifica tifiendo las células 3T3-L1 por medio de la
técnica de Oil Red

EL Oil Red es un colorante que tifie lipidos neutros (en este caso triacilgliceroles)
de color rojo intenso con absorbancia de 518nm. Se prepara la solucion stock
mezclando 0.35g de Oil Red en 100ml de Isopropanol, agitando, filtrando y
almacenando a 4°C. La solucion de trabajo se realiza mezclando 6 partes de

solucion stock de Oil Red con 4 partes de H20. Se mezcla y se deja reposar
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durante 20min. Cuando las células culminan el protocolo de diferenciacion, se
retira el medio y se agrega formalina incubando durante 15min; se retira la
formalina y se pone mas formalina fresca durante 1h; se lavan las placas con
isopropanol al 60%; se dejan secar completamente las placas; se afiade la
solucién de trabajo de Oil Red de manera que cubra la superficie de cada pozo y
se incuba durante 30min; se elimina el Oil Red y se lavan las placas con H20. El
residuo de cada pozo se diluye con isopropanol al 100% y se lee en el multilector
de microplatos Varioskan™ LUX (Thermo Fisher Scientific), a una absorvancia de
500nm

3.8 Aislamiento de RNA, preparacion de cDNA y ensayos de reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real gRT-PCR

Para observar si existe variacion en la expresion de genes con actividad
inmunometabdlica en presencia de los tratamientos con las fracciones, se
realizaron analisis de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-
PCR).
Después de aplicar el protocolo de diferenciacién a las células 3T3-L1 (numeral
3.4) tratando las células con las fracciones desde el dia 4, durante 7 dias, y el
protocolo de activacion a las células J774 (numeral 3.5) tratando las células con
las fracciones desde la hora 18, durante 6 horas, el RNA total se aisla de las
células usando un kit comercial (Qiagen Reasy MiniKit Cat.74104) y se cuantifica
en un NanoDROP 2000 (Spectrophotometer Thermo Scientific).
La sintesis de ADN complementario (ADNc) se realiza con el sistema de sintesis
para RT-PCR SuperScriptlll de Invitrogen (Cat. 18080-051) en un termociclador de
BioRad (T100TM Thermal Cycler) utilizando 500ng de ARN total y un volumen
final de la reaccién de 20ul. EI ARN se mezcla con una solucion 1 que contiene:
50ng/pl de random hexamers y 10mM de mezcla de desoxinucleétidos (ANTP
mix), agua tratada con DEPC y se incuba a 60°C por 5min. Transcurrido el tiempo,
la solucién 1 se mezcla con la solucién 2, que contiene los siguientes reactivos:
solucion RT (10X, 200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500nM KCI), 25mM MgClI2, 0.1M DTT,
RNasa OUT 40U/ul y la transcriptasa reversa Super Script Il RT 200U/ul, en un
ciclo de 10min a 25°C seguido por 50min a 50°C y por ultimo a 85°C por 5min.
La RT-PCR se realiza en un CFX96 Real Time System (BioRad), utilizando los
cebadores descritos en la Tabla 3. La amplificacion se realiza segun las
recomendaciones de la casa comercial (Thermo Scientific Cat. KO221). El volumen
final de la reaccion es de 25ul, compuesto para cada cebador por 12,5ul de SYBR
Green/ROXgPCR Master Mix (2X), 1ul de cada uno de los cebadores (Solucién
stock de 100uM), 2ul de ADNc (500ng) y 8,5ul de agua libre de nucleasas. Se
realiza un protocolo de cuatro pasos, que incluye la desnaturalizacion inicial de un
ciclo a 95°C por 10min, desnaturalizacion a 95°C por 15s, la alineacion a 60°C
(50°C para Glut4) por 30s y la extension a 72°C por 30s (estas tres ultimas a 40
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ciclos cada una). La fluorescencia se mide al final de cada paso de extension.
Después de la amplificacién, las curvas alineamiento (Melting) se adquieren y
usan para determinar los productos especificos de la PCR.

Por ultimo, los datos obtenidos para cada gen se normalizan con respecto a los
datos obtenidos para el gen constitutivo (Ciclofilina).

TABLA 3. Cebadores utilizados en qRT-PCR.

Gen Tipo celular Secuencia ™™
| F \s -CACTCGCATTCCTTTGAC-3" [
[PPAR-Y ki Alnd R |5-ACTTTGATCGCACTTTGG-3’ e
F [5 TGGACAAGAACAGCAACGAG-3’ ]
13- o S ] bty 2 sosdls e ADoK e Dyl | o,
C/EBP(! AtELLIAR R |5-CCATGGCCTTGACCAAGGAG-3 A
! 1 !
_ | F[S-CATGGCCARGCCCARCATY |
apz AL IAR . R |5’-CGCCCAGTTTGAAGGAAATC-3 S
Adiponectina|  373-L1/7AR I [5 '?C,FﬁﬁGE‘?MW?T?F{G,GIT‘??_AT?T?,] 64°C
P R |5°-GTTGGTATCATGGTAGAGAAGAAAGCC-3" |
% | F_|5"-GCCAGGCTGCCAGAATTG-3" ==
»Leptlna A R |5 -CTGCCCCCCAGTTTGATG-3’ e
| F |5-CAGCTCTCAGGCATCAAT-3' | cne
(GLUT4 ‘ i R |5-TCTACTAAGAGCACCGAG-3' e
| F |5 -GGAGATGGCACAGGAGGAA -3’
Cic'oﬁ'ina 3T3-L1/TAR p— l o e T e Ry Tt A0 W '774771 600c
1774 R 5-GTAGTGCTTCAGCTTGAAGTTCTCAT -3
| F|5"-CCCACACCGTCAGCCGATTT-3' ]
TNF-a 3588 R |5-GTCTAAGTACTTGGGCAGATTGACC-3" h2C
e ' 7 F|5"-CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3' | ezoc
| R |5-GGAAATTGGGGTAGGAAGGA-3’
| F|5-TCAGCCAGATGCAGTTAACGC-3' l
MCPI 1774 B 1 82°C
R 5 -TGATCCTCTTGTAGCTCTCCAGC-3'
1B 1774 | F[5-AGAGCTTCAGGCAGGCAGTAT-3 | eoc
| R \ 5-GAAGGTGCTCATGTCCTCATC-3

Forward (F); Reverse (R); Temperatura de alineamiento (T.M)

3.9 Determinacion de la concentracion de leptina, adiponectina y resistina en
sobrenadante de células 3T3-L1

Las células 3T3-L1 se sembraron y se les aplico el protocolo de diferenciacion del
numeral 3.4, adicionando las fracciones en el dia 4 durante 7 dias. Una vez
culminado el protocolo, se retird y almaceno el sobrenadante. Las concentraciones
de leptina, adiponectina y resistina en el sobrenadante de células 3T3-L1, se
midieron usando kits comerciales de ELISA para cada adipoquina: Adiponectin
Mouse Elisa kit, ab108785; Leptin Mouse ELISA Kit, ab100718; Resistin (RETN)
Mouse ELISA Kit, ab108900. (Abcam, Cambridge, Reino Unido)
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Los Kits cuentan con platos de 96 pozos pre-tratados con anticuerpos especificos
para leptina, adiponectina y resistina. EL sobrenadante de las células y las
muestras estandar son adicionados a los pozos y luego se agregan anticuerpos
biotinilados de deteccidn, especificos para cada adipoquina. Después de lavar con
el buffer correspondiente, se adiciona el conjugado de streptavidina-peroxidasa y
se lava nuevamente. Se utiliza TMB (3,3',5,5' tetramethylbenzidine) para visualizar
la reaccion enzimatica. TMB es catalizado por la streptavidina-peroxidasa para
originar un producto de color azul que cambia a amarillo después de adicionar la
solucion de parada. La densidad de la coloracion amarilla es directamente
proporcional a la cantidad de adipoquina capturada en el plato. Se lee en el
multilector de microplatos Varioskan™ LUX (Thermo Fisher Scientific).

Se normalizé utilizando la cantidad total de proteina celular, cuantificada por el
método Bradford.

3.10 Concentracion de citoquinas proinflamatorias en sobrenadante de
células J774

Las células J774 se sembraron y se les aplicé el protocolo de activacion del
numeral 3.5, tratando las células con las fracciones desde la hora 18, durante 6
horas. Una vez culminado el protocolo, se retiré y almacend el sobrenadante. Las
concentraciones de citoquinas proinflamatorias en sobrenadante se midieron
mediante la técnica de CBA (Cytometric Bead Array), un kit que mide
cuantitativamente los niveles en sobrenadante de Interleuquina-6 (IL-6),
Interleuquina-10 (IL-10), Proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1),
Interferén-y (IFN-y), Factor de necrosis tumolar (TNF), e Interleuquina-12p70 (IL-
12p70), (MS Inflamation CBA Kit 50TST).

La técnica de CBA consiste en un método de captura de un set de analitos
solubles, por medio de perlas de un tamafio y fluorescencia conocidos, haciendo
posible detectar los analitos por medio de citometria de flujo. Cada perla de
captura del kit ha sido conjugada con un anticuerpo especifico para cada proteina
y la sefial fluorescente es proporcional a la cantidad de analitos unidos a las
perlas. Se procede a realizar la lectura de fluorescencia en el Citometro BD
LSRFortessa™ (BD). Los resultados se normalizan utilizando la cantidad total de
proteina, cuantificada por el método Bradford.

3.11 Determinacion de la capacidad antioxidante de las fracciones (OBE100
y OBE104)

La capacidad antioxidante de las fracciones OBE100 y OBE104 fue medida in vitro
(en tubos de ensayo) por la empresa AOXLAB, que realizdé analisis de fenoles
totales (analisis de Folin Ciocalteau), TBARS (sustancias reactivas del acido 2-
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tiobarbittrico), FRAPS (Ferric reducing/antioxidant power), ABTS (Capacidad
antioxidante expresada en equivalentes Trolox) Y ORAC (capacidad de absorcién
de radicales de oxigeno).

3.12 Determinacion del estrés oxidativo en células 3T3-L1y J774

Se mide la cantidad de especies reactivas de oxigeno de las células con y sin
tratamiento, utilizando dihidrorodamina (DHR), que detecta la actividad peroxidasa
(peroxinitritos) de la célula. DHR es un cromégeno no fluorescente, permeable a la
membrana plasmatica, que al ingresar a la célula, es oxidado por el H20:2
producido durante el estadillo respiratorio. Dicha reaccidon conduce a la formacion
de 1,2,3 rodamina, que es una molécula fluorescente.

Después de aplicar el protocolo de diferenciacién a las células 3T3-L1 (numeral
3.4) tratando las células con las fracciones desde el dia 4, durante 7 dias, y el
protocolo de activacion a las células J774 (numeral 3.5) tratando las células con
las fracciones desde la hora 18, durante 6 horas, se suspenden las células en
500ml de PBS con 0.001mM de DHR, se incuba durante 15min y se realiza la
lectura con el Citometro BD LSRFortessa™ (BD), a una longitud de onda de
excitacion de 488nm y de emision de 530nm.

3.13 Modelo animal de pre-diabetes

En este estudio se utlizan ratones machos C57BL/6J (Charles Rivers
Laboratories, Wilmington, MA, USA) con cuatro semanas de nacidos. Los ratones
se mantienen a 22+2°C, con ciclos de 12h de luz y 12h de oscuridad, con acceso
libre a alimento y agua durante 10 semanas. Los ratones son aleatoriamente
distribuidos en 5 grupos. El grupo 1 (control) (n=10) es alimentado con una dieta
normal (ND: 14%grasa - 54%carbohidratos - 32%proteinas). EL grupo 2 (n=13) es
alimentado con una dieta rica en grasa (HFD: 42%grasa - 42%carbohidratos -
15%proteinas). El grupo 3 es alimentado con una dieta rica en grasa (HDF) y
tratado con 200mg/Kg Metformina via oral (3 dosis semanales durante 4
semanas). El grupo 4 es alimentado con una dieta rica en grasa (HDF) y tratado
con 300mg/Kg de OBE100 via intraperitoneal. (3 dosis semanales durante 4
semanas). El grupo 5 es alimentado con una dieta rica en grasa (HDF) y tratado
con 300mg/Kg de OBE104 via intraperitoneal. (3 dosis semanales durante 4
semanas). Todos los estudios animales han sido aprobados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA) de la Universidad de
Antioquia (Protocolo namero 65). Antes de tratar a los ratones con OBE100,

OBE104 y Metformina, se les realiza un test de tolerancia a la glucosa (IPGTT)
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donde se les administra una carga de glucosa de 2g/kg de peso corporal tras
ayuno de 6 horas. Se les realiza un test de tolerancia a la insulina (ITT) después
de 6 horas de ayuno. El nivel de glucosa en sangre se determina luego de
inyectarles via intraperitoneal, 0.75U/kg de insulina humana. La sangre para
realizar la medicion de glucosa se obtiene de la vena de la cola de los ratones,
Omin, 15min, 30min y 60min después de inyectarlos, utilizando glucoémetro
GlucoQuick (Procaps, Barranquilla, Colombia. Después de los estudios
metabdlicos, los ratones son sacrificados. La sangre e higado han sido colectados
para futuros andlisis; el tejido adiposo e higado se utilizan para cuantificar la
expresion de genes funcionales, segun el numeral 3.8; de la sangre se obtiene el
suero que se utiliza para medir niveles de insulina, glucosa y medir niveles
circulantes de leptina, adiponectina y resistina.

3.14 Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + ESM (error estdndar de la media).
Todos los andlisis estadisticos se realizan utilizando el software Prism 4
(GraphPad software Inc., La Jolla, CA, USA). Para comparar los niveles de
proteina en sobrenadante y de expresion de mMRNA entre las diferentes
condiciones, inicialmente se aplica un test de normalidad y posteriormente se
realiza una ANOVA utilizando una prueba post hoc de Dunnett para comparar
entre grupos. El valor maximo de significacion es de p<0.05.

4. RESULTADOS

4.1 Identificaciébn de la estructura quimica de las fracciones ricas en
triterpenos

La extraccion e identificacion de las fracciones (OBE100 Y OBE104) fue realizada
por el grupo de Quimica Orgénica de Productos Naturales de la Universidad de
Antioquia, bajo la supervision del profesor Fernando Echeverri. Una vez obtenidas
las fracciones (OBE100 y OBE104) con el procedimiento del numeral 3.2, se
corrieron en una Cromatografia de Capa Fina (CCF), con el fin de comprobar la
presencia de triterpenos. Posteriormente se realizaron cromatografias liquidas de
alta eficacia (HPLC) para separar los componentes de cada fraccion, basandose
en los diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias que las
componen y la columna cromatografica. Finalmente, se realizaron espectroscopias
de resonancia magnética nuclear (RMN) con nucleos de 'H y 13C para elucidar las
estructuras moleculares de los compuestos de las fracciones. En la Figura 6 se
puede observar el perfil cromatografico de ambas fracciones. Ademas se aprecia
que OBE104 contiene principalmente triterpenos (acido ursélico y acido
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oleandlico) y OBE100 contiene principalmente triterpenos (acido ursolico y acido
oleandlico) y ademas una lactona (3b-hidroxi-urs-11-en-28,13 b-6lido).

OBE100 !

) ———
v T v v

3b-hidroxi-urs-11-en-28,13 b-dlido Acido Oleandlico  Acido Ursdlico

% Fase Movil
P
AU
1

Figura 6. Estructura quimica de los componentes mayoritarios presentes en las
fracciones de Eu. Después de obtener las fracciones (OBE100 y OBE104), se realiz6
CPF para identificar la presencia de triterpenos. Posteriormente se corri6 HPLC para
cada fraccion y asi identificar los tipos de moléculas que las componen. Finalmente se
realizaron RMN para identificar la estructura molecular de los compuestos de las
fracciones.

Dado que el acido ursélico y el acido oleandlico estan eluyendo juntos, se obtuvo
el dato de que el OBE100 estd conformado por un 61% de la mezcla AU+AO
aproximadamente y el OBE104 esta conformado por un 93% de la mezcla AU+AO
aproximadamente. Se estim0 que 100ug/mL de OBE100 contienen
aproximadamente 118,4uM de AU y 15.33uM de AO, 50ug/mL de OBE100
contienen aproximadamente 59,12uM de AU y 7,67uM de AO y 25ug/mL de
OBE100 contienen aproximadamente 29,56uM de AU y 3,83uM de AO. Ademas
se estim6 que 100ug/mL de OBE104 contienen aproximadamente 197uM de AU y
6,57uM de AO, 50ug/mL de OBE104 contienen aproximadamente 98,5uM de AU y
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3,28uM de AO y 25ug/mL de OBE100 contiene aproximadamente 49,5uM de AU y
1,64uM de AO.

4.2 Ensayos de citotoxicidad

En los diferentes experimentos del presente proyecto se aplicé el protocolo de
diferenciacion a las células 3T3-L1 (numeral 3.4), tratando las células con las
fracciones desde el dia 4, durante 7 dias como se observa en la Figura 7a, y el
protocolo de activacion a las células J774 (numeral 3.5) tratando las células con
las fracciones desde la hora 18, durante 6 horas, como se observa en la Figura
7b. En primer lugar se evalug si las fracciones tienen un efecto téxico sobre las
células usadas como modelo; 3T3-L1 y J774 en los tiempos respectivos de
tratamiento. Para éste fin, se realizaron experimentos con MTT y citometria
utilizando 7AAD, como se describe en el numeral 3.6.

El resultado del MTT para células 3T3-L1 y J774 se presenta en las Figuras 7c y
7d respectivamente. Se puede observar que, segun los resultados de esta técnica,
los extractos no presentan citotoxicidad, sobre ninguna de las dos lineas celulares,
en las concentraciones establecidas.
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Figura 7. Ensayos de citotoxicidad. Se aplicé el protocolo de diferenciacion a las células 3T3-
L1 y se trataron con las fracciones durante 7 dias (a). Se aplicé el protocolo de activacion a las
células J774 y se trataron con las fracciones durante 6h (b). Posteriormente, se realiz6 la técnica
MTT a las células 3T3-L1 (c) y a las células J774 (d) y se cuantifico la viabilidad celular utilizando
un lector de microplatos. Ademas, utilizando la técnica de citometria con 7AAD, se cuantificd
también la viabilidad de las células 3T3-L1. (e) y de las células J774 (f). El resultado expresa la
mediatES de tres experimentos independientes. *p<0.01 vsControl, **p<0.05vsControl

El resultado de la citometria utilizando 7AAD se puede observar en las Figuras 7e
y 7f, para células 3T3-L1 y J774 respectivamente. Utilizando esta técnica, se
encuentra que OBE100 a ambas concentraciones (50ug/mL y a 100ug/mL) y
OBE104 a 100ug/mL disminuyen significativamente la viabilidad celular tanto en
células J774 activadas (+LPS,PMA) como no activadas (-LPS,PMA). Sin embargo
la fraccion OBE104 a 50ug/mL no afecta significativamente la viabilidad celular de
J774. También se puede observar que las células 3T3-L1 diferenciadas y tratadas
con OBE100 no presentan una disminucion significativa en el porcentaje de
viabilidad respecto al control. Por el contrario, las células 3T3-L1 diferenciadas
presentan una disminucion significativa respecto al control al ser tratadas con
OBE104 a ambas concentraciones

4.3 Efecto del tratamiento con las fracciones en la acumulacion lipidica en
preadipocitos y adipocitos 3T3-L1

Inicialmente se observé el efecto de las fracciones en la acumulacién lipidica de
preadipocitos 3T3-L1. Para esto, se trataron los preadipocitos con las fracciones y
se compar6 con preadipocitos tratados con las hormonas, como se explica en el
numeral 3.4. En la Figura 8, se puede observar que las fracciones no tienen
ningun efecto significativo en la diferenciacion de células 3T3-L1.

.
Pl - +

Mettorming (UM

Difer

TN+

Kugimi) - - - - 50

29



Figura 8. Efecto de tratamiento con las fracciones, en la diferenciacién de células 3T3-L1.
Preadipocitos 3T3-L1 fueron tratados con las fracciones OBE100 y OBE104 a 50ug/mL desde el
dia 1 y durante los 11 dias del protocolo de diferenciacién y comparados con preadipocitos 3T3-L1
a los que se les aplico el protocolo descrito en la Figura 9a. Se utilizé la Metformina como control
para comparar el tratamiento con las fracciones y el medicamento mas utilizado en el tratamiento
de Diabetes Mellitus tipo 2. Posteriormente las células fueron tefiidas con Oil Red. La acumulacion
lipidica se cuantifico utilizando un lector de microplatos. La informacion mostrada representa la
mediatES de un experimento representativo. Se realizaron tres experimentos individuales.
*p<0.01 vs Control

El efecto del tratamiento con las fracciones sobre la acumulacion lipidica se evalu6
a nivel de lipogénesis, aplicando el protocolo descrito en la Figura 9a. Se realiz
la cuantificacion de triacilgliceroles utilizando la tincién con Oil Red descrita en el
numeral 3.7.
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Figura 9. Efecto de 7 dias de tratamiento con las fracciones, en la acumulacién lipidica de
células 3T3-L1. Los preadipocitos 3T3-L1, fueron tratados con las fracciones OBE100 y OBE104
a 25ug/mL y 50ug/mL durante los 7 dias de carga lipidica (a). Posteriormente las células fueron
tefiidas con Oil Red (b). La acumulacion lipidica se cuantific utilizando un lector de microplatos
(c). La informacién mostrada representa la mediatSE de un experimento representativo. Se
realizaron tres experimentos individuales. **p<0.01 vs. (Células diferenciadas), ***p<0.001 vs.
(Células diferenciadas)
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En la Figura 9b, se observa que hay una disminucion tanto en el tamafio celular
como el tamafio de las gotas lipidicas de las células 3T3-L1 tratadas con las
fracciones; se observa también cémo la intensidad del colorante rojo es mayor en
las células que no estén tratadas con las fracciones. Dicho resultado se corrobora
con la cuantificacion observada en la Figura 9c, donde la absorbancia relativa de
las células tratadas con las fracciones es significativamente menor comparada con
las células no tratadas con las fracciones. De acuerdo con esto, se puede concluir
que el contenido intracelular de triacilgliceroles, se reduce en células 3T3-L1
tratadas con las fracciones de Eu durante la fase de carga lipidica (7 dias), lo que
indica que las fracciones estan afectando la lipogénesis.

A continuacion, se evalu6 el efecto del tratamiento con las fracciones a nivel de
lipdlisis, aplicando el protocolo descrito en la Figura 10a. Se realiz6 la
cuantificacion de triacilgliceroles utilizando la tincion con Oil Red descrita en el
numeral 3.7.
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Figura 10. Efecto de 24h de tratamiento con las fracciones, en la acumulacion lipidica en
células 3T3-L1. Los preadipocitos 3T3-L1, fueron tratados con las fracciones OBE100 y OBE104
a 25ug/mL y 50ug/mL durante 24h después de los 7 dias de la carga lipidica (a). Posteriormente
las células fueron tefiidas con Oil Red (b). La acumulacién lipidica se cuantificé utilizando un
lector de microplatos. La informacion mostrada representa la mediatSE de un experimento
representativo. Se realizaron tres experimentos individuales.

En la Figura 10b se puede observar que no hay cambios significativos en la
absorbancia relativa de las células tratadas con las fracciones, comparada con las
células no tratadas con ellas. De acuerdo con esto, se puede concluir que el
contenido intracelular de triacilgliceroles, no se reduce en células 3T3-L1 tratadas
con las fracciones 24h después la fase de carga lipidica, lo que indica que las
fracciones no estan promoviendo la lipolisis en los tiempos establecidos. Esto se
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corroboré cuando no se encontraron acidos grasos libres en sobrenadantes,
aplicando el protocolo del numeral 3.7.

4.4 Efecto de las fracciones en la expresion de Genes funcionales en células
3T3-L1

4.4.1 Expresion transcripcional

Para cuantificar la transcripcion de genes funcionales en células 3T3-L1, se aplico
inicialmente el protocolo de la Figura 11a. posteriormente, se realiz6 la extraccion
de mRNA de las células, se retrotranscribi6 a cDNA y se realiz6 una RT-PCR
siguiendo el protocolo del numeral 3.8.
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Figura 11. Efecto de las fracciones en la transcripcion de genes funcionales en células 3T3-
L1. Los preadipocitos 3T3-L1 fueron tratados con las fracciones OBE100 y OBE104 a 25ug/mL y
50ug/mL durante los 7 dias de carga lipidica (a). Expresion relativa (Fold change) de los trascriptos
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de mRNA de un experimento representativo para genes funcionales (Leptina y Adiponectina y
Glut4) (b) y para genes adipogénicos (PPARy, aP2 y C/EBP) (c); La informacion mostrada
representa la mediatSE, normalizada con la expresién del gen Ciclofilina. Se realizaron tres
experimentos individuales.*p<0.05 vs. (Células diferenciadas) **p<0.01 vs. (Células diferenciadas),
***n<0.001 vs. (Células diferenciadas)

En la Figura 11b, se puede apreciar que el tratamiento de las células 3T3-L1 con
las fracciones disminuye significativamente la expresion transcripcional de Leptina
de forma dosis dependiente. Por otro lado, el tratamiento con OBE100 a 50ug/mL
y OBE104 a 25ug/mL aumenta significativamente la expresion transcripcional de
Adiponectina y, por el contrario, OBE104 a 50ug/mL la disminuye
significativamente. También se observa que las fracciones a 25ug/mL, aumentan
la expresion transcripcional de Glut4 mientras que ambas fracciones a 50ug/mL
disminuyen dicha expresion; En la Figura 11c se observa que OBE100 a ambas
concentraciones y OBE104 a 25ug/mL aumentan la expresion de PPARy mientras
que OBE104 a 50ug/mL disminuye dicha expresion. se aprecia también que las
fracciones no modifican significativamente la expresion de AP2 aunque hay una
tendencia a aumentar, mientras que OBE100 a ambas concentraciones y OBE104
a 25ug/mL aumentan de manera significativa la expresion de C/EBP.

4.4.2 Expresion proteica

Se evalud la cantidad de leptina, adiponectina y resistina en el sobrenadante de
las células 3T3-L1. Se aplicé el protocolo de la Figura 12a. Posteriormente, se
realizé la cuantificacion de la dichas proteinas en el sobrenadante de las células,
siguiendo el protocolo del numeral 3.9.

En la Figura 12b se puede apreciar que las fracciones, en las concentraciones
utilizadas, disminuyen significativamente la cantidad de Leptina en el
sobrenadante de las células 3T3-L1 de forma dosis dependiente. OBE104 a
25ug/mL aumenta significativamente la expresion proteica de adiponectina y
resistina, como se observa en las Figuras 12c y 12d, mientras que OBE100a
50ug/mL disminuye significativamente la expresion de resistina, como se observa
en la Figura 12d.
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Figura 12. Efecto de las fracciones en la expresién proteica de Leptina, Adiponectina y
Resistina en células 3T3-L1. Los preadipocitos 3T3-L1 fueron tratados con las fracciones
OBE100 y OBE104 a 25ug/mL y 50ug/mL durante los 7 dias de carga lipidica (a). ng de Leptina
por ng de proteina total (b), ng de Adiponectina por ng de proteina total (c) ng de Resistina por ng
de proteina total (d); La informacion mostrada representa la mediatSE, normalizada con la
cantidad de proteina total, de un experimento representativo. Se realizaron tres experimentos
independientes. ***p<0.001 vs. (Células diferenciadas)

4.5 Efecto de las fracciones en la expresién de Genes proinflamatorios en
células J774

4.5.1 Efecto de las fracciones en la activacion del perfil proinflamatorio de
las células J774

En primer lugar se estudi6 el efecto de las fracciones en la activacion del perfil
proinflamatorio de células J774. Para esto, se trataron con las fracciones las
células sin activar y se compararon con células activadas como se explica en el
numeral 3.5. Tras el tratamiento, se realiz6 la extraccion de mRNA de las células,
se retrotranscribié a cDNA y se realiz6 una RT-PCR siguiendo el protocolo del
numeral 3.8. En la Figura 13, se puede observar que las fracciones no tienen
ningun efecto significativo en la activacion del perfil proinflamatorio de las células
J774, ya que no hay un aumento significativo en la expresion transcripcional de IL-
6 e IL-1p en las células tratadas con las fracciones.
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Figura 13. Efecto de tratamiento con las fracciones en la activacion del perfil proinflamatorio
en células J774. Células J774 sin activar fueron tratadas con las fracciones OBE100 y OBE104 a
100ug/mL durante 24h y comparadas con células J774. Debido a que la Metformina es el
medicamento mas utilizado en el tratamiento de Diabetes Mellitus tipo 2, se usé como control para
comparar su efecto antiinflamatorio con el efecto del tratamiento con las fracciones. Debido a que
la Dexametasona es un medicamento utilizado para el manejo de la inflamacion, se usé como
control para comparar su efecto antiinflamatorio con el efecto del tratamiento con las fracciones.
Expresion relativa (Fold change) de los trascriptos de mRNA de un experimento representativo
para IL-6 e IL-18. La informacibn mostrada representa la mediatSE. Se realizaron tres
experimentos independientes. ***p<0.001 vs. (Células J774 sin activar y sin ningun tratamiento)

4.5.2 Expresion transcripcional

Para cuantificar la transcripcion de genes proinflamatorios en células J774, se
aplicé el protocolo de la Figura 14a. posteriormente, se realizé la extraccion de
MRNA de las células, se retrotranscribi6 a cDNA y se realizé6 una RT-PCR
siguiendo el protocolo del numeral 3.8.

En las Figuras 14b, 14c y 14d, se puede apreciar que el tratamiento de las
células J774 con las fracciones a las concentraciones utilizadas, disminuye
significativamente la expresion transcripcional de IL-6, TNFa e IL-1Ba, y esta de
forma dosis dependiente.
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Figura 14. Efecto de las fracciones en la transcripcién de genes proinflamatorios en células
J774. La células fueron tratadas con las fracciones OBE100 y OBE104 a 50ug/mL y 100ug/mL
durante 6h (a). Expresion relativa (Fold change) de los trascriptos de mRNA de un experimento
representativo para TNFa (b), IL-6y (c) y IL-1B (d); La informacion mostrada representa la
mediatSE, normalizada con la expresion del gen Ciclofilina. Se realizaron tres experimentos
individuales.*p<0.05 vs. (Células activadas), ***p<0.001 vs. (Células activadas)

4.5.3 Expresion proteica

Para evaluar la cantidad de TNFa, IL-6 e IL-1B en el sobrenadante de células
J774, se aplico el protocolo de la Figura 15a. Posteriormente, se realiz6 la
cuantificacion de dichas proteinas en el sobrenadante de las células, siguiendo el
protocolo del numeral 3.10.
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En la Figura 15b se puede apreciar que las fracciones, en las concentraciones
utilizadas, disminuyen significativamente la cantidad de TNFa e IL-6 y hay una
tendencia a disminuir MCP-1en el sobrenadante de células J774.
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Figura 15. Efecto de las fracciones en la expresién de proteinas proinflamatorias en células
J774. Las células J774 fueron tratadas con las fracciones OBE100 y OBE104 a 50ug/mL y
100ug/mL durante 6h (a). ng de citoquina proinflamatoria por ng de proteina total (b). La
informacion mostrada representa la mediatSE, normalizada con la cantidad de proteina total, de un
experimento representativo. Se realizaron tres experimentos independientes. *p<0.05 vs. (Células
activadas), ***p<0.001 vs. (Células activadas)

4.6 Efecto de las fracciones en el estado oxidativo de las células 3T3-L1 y
J774

4.6.1 Capacidad antioxidante de las fracciones.

Para medir la capacidad antioxidante de los extractos, se realizaron las pruebas
descritas en el numeral 3.11. En la Tabla 3, se observan los valores para cada
parametro medido. Se puede apreciar que OBE104 tienen mas fenoles totales que
OBE100, aunque se observa significativamente menos cantidad de TEP
(proteinas que contienen Tioester)
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Tabla 3. Capacidad antioxidante de las fracciones

Fenoles Totales TBARS FRAP ABTS ORAC =
pmoles pmoles

mg ac mg ac mg mg AA pumol pumol
TEP, A Trol Trol
Muestras gélico/g  gélico/100 mg TEP/g TEP/100g mg AA /g /100g trolox/mg trolox/100m ralon/ rolow/
extracto extracto mg mg
extracto g extracto extracto extracto  extracto g extracto
I - — — I R — S — extracto  extracto
OBE104 322,92 32291,67 0,56 96,20 17,23 1723,48 9,25 925,04 0,69 69,36
OBE100 175,53 17553,19 0,16 16,20 8,26 826,28 6,30 629,86 0,98 98,47

4.6.2 Efecto de las fracciones en el estado oxidativo de las células 3T3-L1

Para cuantificar el estallido oxidativo en células 3T3-L1, se aplico el protocolo de la
Figura 16a. Posteriormente, se realiz6 el procedimiento descrito en el numeral
3.12. Como se puede observar en la Figura 16b, se encontr6 que las células 3T3-
L1 diferenciadas, tratadas con los extractos y sin tratar, no muestran una
diferencia estadisticamente significativa en el estallido oxidativo respecto a las
células 3T3-L1 sin diferenciar.

4.6.3 Efecto de las fracciones en el estado oxidativo de las células J774

Para cuantificar el estallido oxidativo en células J774, se aplico el protocolo de la
Figura 16c. Posteriormente, se realizé el procedimiento descrito en el numeral
3.12. Como se puede observar en la Figura 16d, las fracciones aumentan
significativamente el estallido oxidativo en células J774 sin activar con LPS y PMA
(barras oscuras). En contraste, las fracciones no tienen ningun efecto en el estado
oxidativo de las células J774 activadas (barras claras). En las células 3T3-L1
diferenciadas tratadas y sin tratar no se evidenciaron diferencias en el estallido
oxidativo respecto a las células 3T3-L1 sin diferenciar, como se observa en la
figura 16b.

38



— 200
3
-
Itaital T
IT341a 150
100% de 8 ¥
confuencs Dig2 Diad Dia 11 g
| l | | * Citomatria ® 100
— 3:
™ - DVEY s | DHA ¥
‘el o s )
Faccaren L w0
Fracciones 1 )|
Diferenciadas - + + + + + -
Metforming mM - 2 - = - -
OBE100 (ug/mi) - - 50 100 - -
OBE104{ug/mL} - - - - - 50 1
C d.
W) LPS+ PMA (+) LPS+PMA
12000
Ceolulas 577421 80% = b
de confluenca 1&n 24n < om0 T
| l o Citomatria « T N4
- *
| Leg'miiPs y—TTY I DHR o oo "ee
20mg il INFy _'.'_",Q'.: v < X
o3 o
&
i
@
Fraccienes g

C M Sow/ed 1

DBE]OU‘ OBEIIOJ‘

Figura 16. Efecto de las fracciones en el estado oxidativo de las células J774. Las células
3T3-L1 fueron tratadas con las fracciones OBE100 y OBE104 a 25ug/mL y 50ug/mL durante los 7
dias de carga lipidica (a). Las células J774 fueron tratadas con las fracciones OBE100 y OBE104 a
50ug/mL y 100pg/mL durante 6h (c). Fluorescencia del DHR. C: Control. M: Metformina a 20uM (d)
y M:Metformina a 2 uM. La informacién mostrada representa la mediatSE de un experimento
representativo. Se realizaron tres experimentos independientes. ***p<0.001vs.(C (+)LPS+PMA),
***n<0.001vs.(C (-)LPS+PMA)

4.7 Efecto de las fracciones en la expresion de Genes funcionales tejido
adiposo de ratén

4.7.1 Expresion transcripcional

Para cuantificar la transcripciéon de genes funcionales en tejido adiposo de raton,
se realizo la extraccion de mRNA del tejido, se retrotranscribio a cDNA y se realizo
una RT-PCR siguiendo el protocolo del numeral 3.8.

En este modelo, la expresion transcripcional de Adiponecina y de PPARY no se ve
alterada significativamente por las fracciones, como se puede observar en las
Figuras 17ay 17c. Por el contrario, como se aprecia en las Figuras 17b y 17d,
las fracciones disminuyen significativamente la expresion de leptinay AP2
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Figura 17. Efecto de las fracciones en la transcripcion de genes funcionales en tejido
adiposo de raton. Expresion relativa (Fold change) de los trascriptos de mRNA para
Adiponectina (a). Leptina (b), PPARy (c¢) y AP2 (d); La informacién mostrada representa la
MediatSE, normalizada con la expresion del gen Ciclofilina. N=5.*p<0.05 vs. (HDF).

5. DISCUSION

En el presente estudio, se evaluaron los efectos inmunometabdlicos de dos
fracciones de eucalipto ricas en triterpenos, denominadas OBE100 y OBE104. En
un estudio realizado anteriormente en nuestro laboratorio por Guillén y
colaboradores, utilizando un modelo murino de diabetes, se encontr6 que dichas
fracciones tienen actividad hipoglucemiante y/o antidiabética. Observaron que en
los ratones tratados con las fracciones, tanto la intolerancia a la glucosa como la
intolerancia a la insulina se revertia a niveles comparable con los ratones del
grupo control (1). Con el fin de proporcionar un acercamiento a los mecanismos
celulares y moleculares, por medio de los cuales OBE100 y OBE104 actuan para
modificar los procesos metabodlicos asociados con la obesidad, en el presente
estudio se propuso determinar los efectos de dichas fracciones sobre el contenido
de &cidos grasos, la expresion de genes funcionales y el estado oxidativo en la
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linea celular 3T3-L1 proveniente de ratén y en adipocitos humanos provenientes
de cultivo primario. Ademas de evaluar los efectos de las fracciones sobre la
expresion de genes pro-inflamatorios y el estado oxidativo en la linea celular
murina de macrofagos J774 y en la linea de macrofagos humanos U-937.

Como se menciono anteriormente, OBE104 contiene principalmente los triterpenos
acido ursoélico (AU) y acido oleandlico (AO) y OBE100 contiene principalmente AU,
AO y adicionalmente una lactona del acido ursélico (3b-hidroxi-urs-11-en-28,13 b-
olido), cuyas estructuras se pueden observar en la Figura 6. El AU es un triterpeno
pentaciclico lipofilico presente en las ceras epicuticulares de las manzanas y en
las cascaras de algunas frutas, asi como en muchas hierbas y especias como
lavanda, orégano, tomillo y romero(2). ElI AU posee propiedades
antiinflamatorias(3), antitumorales(4) y anti- HIV(5), ademas se ha descrito que
previene la agregacion plaquetaria(6) y los efectos causados por Mycobacterium
tuberculosis(7). Por otro lado, el AO es un triterpeno pentaciclico presente en una
gran variedad de plantas. Es uno de los componentes del aceite de oliva, las
aceitunas y las uvas(8). Exhibe un rango muy amplio de propiedades
farmacoldégicas y bioquimicas, incluyendo efectos anti-inflamatorios, anti-
oxidantes, anti-hiperlipidémicos e hipoglucemiantes(9). Adicionalmente, reduce la
resistencia a la insulina asociada a la obesidad y la hiperlipidemia(10) y protege
contra la disfuncién endotelial(11). En cuanto a la Lactona del Acido Ursdlico (3b-
hidroxi-urs-11-en-28,13 b-6lido), no se encontro informacioén registrada relacionada
con el tema, sin embargo, J.Lee y colaboradores desarrollaron un trabajo en 2016
donde evaluaron la actividad antidiabética y sensibilizadora de la leptina de una
lactona (Withaferin) con estructura quimica similar a la encontrada en el presente
proyecto(12).

Es importante resaltar que en este estudio se utilizaron iguales concentraciones
para ambas fracciones. Sin embargo las concentraciones de AU y AO son
diferentes; en la fraccion OBE100 encontramos un aproximado de 54% de AU y
7% de AO, mientras que en OBE104 hay aproximadamente 90% de AU y 3% de
AO. Por lo tanto, al tratar las células con OBE104 utilizamos una mayor
concentracion de AU y una menor concentracion de AO que al tratarlas con
OBE100. Esto podria explicar en parte las diferencias en los resultados cuando las
células son tratadas con estas fracciones. Otra posible explicacion es la presencia
de la lactona en OBE100. Es importante resaltar que hasta la fecha, los estudios
realizados se han centrado en el efecto de AU y AO independientemente. Este es
el primer estudio donde se evallan los triterpenos en conjunto, tal como se
obtienen del material vegetal de partida.
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Uno de los aspectos mas relevantes del presente estudio, fue observar el efecto
de OBE100 y OBE104, en la capacidad de almacenamiento de lipidos de las
células 3T3-L1. Para poder dilucidar dicho efecto, se validé si las fracciones
promovian la carga lipidica en preadipocitos 3T3-L1, en ausencia de las hormonas
utilizadas para diferenciarlos a adipocitos maduros. Se observé que las fracciones
no tienen efecto en la acumulacién lipidica de preadipocitos 3T3-L1 (datos no
mostrados). Es importante resaltar que aunque se asocia a un adipocito cargado
de lipidos con un adipocito diferenciado, el hecho de que no haya carga lipidica no
necesariamente implica que no se haya iniciado el programa de diferenciacion de
los preadipocitos 3T3-L1 a adipocitos maduros. El proceso de diferenciacion
consta 4 estados. Primero, se detiene la proliferacion mediante inhibicion por
contacto, indicando que se ha llegado a la confluencia. A partir de este momento
el preadipocito estd comprometido a diferenciarse en adipocito. A continuacion se
da una expansion clonal inducida por sefales hormonales, representada por
algunas divisiones mitdticas para sincronizar el ciclo celular. Posteriormente se
presenta un estado de diferenciacion temprana, la division celular se detiene y se
expresan genes caracteristicos del adipocito, iniciAndose de esta manera la
acumulacion de lipidos. Por ultimo, el adipocito alcanza su morfologia definitiva
con la fase de diferenciacién terminal e induce transcripcion de genes tipicos de
adipocitos maduros. La coordinacion y regulacion de estos procesos se encuentra
bajo el control de una compleja cascada transcripcional de factores reguladores,
en la que son fundamentales el receptor nuclear PPARYy y diversos miembros de la
familia de factores de transcripcion C/EBP (13).

Una vez comprobado que los tratamientos con OBE100 y OBE104 no promueven
la acumulacién de lipidos en preadipocitos 3T3-L1, se procedié a evaluar el efecto
de dichas fracciones, a las concentraciones establecidas, sobre los adipocitos
3T3-L1 una vez activado su programa de diferenciacion adipogénica mediante
hormonas y justo durante el proceso de carga lipidica. Se observaron cambios
morfolégicos, como reduccion en el tamafio celular con respecto al control. Sin
embargo, el hallazgo méas importante fue la disminucion del contenido intracelular
de triacilgliceroles en las células tratadas en comparacion con el control; dicho
efecto fue mayor con OBE100. Es importante resaltar que en estudios realizados
por el grupo de investigacion, y que aun no han sido publicados, se encontré que
el efecto antihiperglucemiante/antidiabético y antiinflamatorio del tratamiento con
OBE100 en ratones pre diabéticos, es mayor que el de OBE104. Teniendo
presente que OBE100 es una fraccion pura del extracto de hojas de Eucaliptus
tereticornis, requiere menos procesos de purificacion que el OBE104, lo convierte
en un mejor prototipo para su empleo farmacolégico, debido a que es mas facil de
extraer y mas econémico.
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He y colaboradores en 2013, encontraron, que cuando los adipocitos maduros
3T3-L1 se trataban con 10uM de AU se disminuia en un 30% la acumulacion
lipidica comparando con los adipocitos maduros sin tratar(14). Con respecto al
AO, Wan y colaboradores en 2014, encontraron una disminucion en la
acumulacion lipidica en adipocitos maduros 3T3-L1 después del tratamiento con
AO a una concentracion de 3uM, comparado con el control(15). Esta
concentracion es la misma utilizada en el presente estudio.

Sumando los resultados discutidos anteriormente, podemos concluir que la
disminucién en el contenido de tracilgriceroles en los adipocitos 3T3-L1, no es
debida a una muerte celular y que el efecto es dosis dependiente, ya que a una
mayor concentracion de las fracciones, se observa una mayor disminucion en el
contenido intracelular de lipidos. Este efecto se podria presentar por dos vias:
porque se inhibe parcialmente la lipogénesis o porque se promueve la lipdlisis.
Teniendo en cuenta que se descarté que las fracciones promuevan el proceso de
lipolisis (resultados no mostrados), se puede concluir que tanto OBE100 como
OBE104, a las concentraciones utilizadas, inhiben parcialmente la lipogénesis en
adipocitos 3T3-L1. Es interesante notar que He y colaboradores en el 2013,
midieron por medio de un kit ELISA la liberacién de glicerol en adipocitos maduros
3T3-L1 tratados con AU a 10uM vy sin tratamiento, encontrando un aumento en la
liberacion de glicerol(14). Concluyeron, entonces, que el AU promueve el proceso
de lipdlisis, hallazgo contrario a nuestros resultados. Esto se puede explicar con el
hecho de que nosotros utilizamos una mezcla de compuestos en estas fracciones
a diferencia de estos estudios en donde solamente avalian el AU o el AO
independientemente.

El efecto parcial inhibitorio que ejercen OBE100 y OBE104 sobre la acumulacion
de triacilgliceroles en adipocitos 3T3-L1 diferenciados, puede explicarse, en parte,
con el hecho de que el AU promueve la fosforilacion de AMPK (de inglés AMP-
activated protein kinase)(16—18,14). AMPK funciona como un sensor del estado de
energia celular, que cuando es activado (fosforilado), enciende las vias
catabdlicas y simultdneamente apaga las vias anabdlicas que consumen ATP. En
el tejido adiposo, el ayuno y el ejercicio activan AMPK(19,20). Muchos argumentos
sugieren que LKB1 (del inglés liver kinase B1) esta involucrado en la activaciéon de
AMPK en el tejido adiposo. LKB1 es una kinasa constitutivamente activa y fosforila
AMPK cuando las concentraciones de AMP se elevan en la célula (21-23).
Evidencias sugieren que la activacion de AMPK puede inhibir la diferenciacion de
los adipocitos. El tratamiento con AICAR (activador de AMPK) de adipocitos 3T3-
L1y F442A, inhibe la diferenciacién adipocitaria y bloquea la expresion de factores
de transcripcion adipogénicos como PPARy y C/EBPwa(24,25). Una de las
principales proteinas identificadas como blanco de AMPK es la acetil-CoA
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carboxilasa (ACC), la cual sintetiza malonil-CoA a partir de acetil-CoA y es una
enzima clave en la via lipogénica(26). La fosforilacion y consiguiente inactivacion
de ACC mediante AMPK ha sido demostrada en varios estudios tanto en modelos
vivos como celulares(27,28). He y colaboradores en 2014, encontraron por medio
de Western Blot y utilizando un modelo de adipocitos maduros 3T3L1, que el AU a
concentraciones de 5uM y 10uM incrementa la fosforilacion de LKB1 y AMPK 'y
disminuyen la fosforilacion de ACC. Teniendo presente que durante los
experimentos realizados en el presente estudio se utilizaron concentraciones de
AU superiores a las mencionadas en la literatura, es posible que OBE100 y
OBE104 disminuyan la cantidad de triacilgliceroles en adipocitos maduros 3T3-L1
por medio de la activacion de la via LKB1/AMPK/ACC.

Adicionalmente a la activacion de AMPK, otro mecanismo que conduce a la
disminucién de la acumulacion lipidica es el aumento en la expresion de SIRT1
(sirtuina 1), que es activada en respuesta a una restriccion calérica y por tanto
censa la disponibilidad de nutrientes del tejido adiposo. Esta proteina reducen la
acumulacion de grasa por medio de la represidn de la actividad de PPARY(29). Por
otro lado, SIRT1 promueve la fosforilacion de AMPK por medio de la fosforiacion
de LKB1(30,31), al igual que el AU. Varios estudios coinciden en que el AU
potencia la expresion de SIRT1 en diferentes modelos celulares(14,32—-34).
Bakhtiari y colaboradores en 2016 encontraron, utilizando PCR en tiempo real, que
el tratamiento con AU a una concentracion de 10uM en células aisladas de
musculo de ratén, promueve la expresién transcripcional de SIRT1.

Como se menciond anteriormente, existen evidencias de que AMPK y SIRT1
regulan negativamente la actividad de PPARy (regulacion postranscripcional) en
diferentes modelos celulares(35,36). Aunque en el presente estudio no se evalu6
la cantidad ni la actividad de PPARYy, He y colaboradores en el 2013, demostraron
por medio de Western Blot, que adipocitos 3T3-L1 tratados con AU a una
concentracion de 10uM, tienen menos cantidad de PPARy comparados con
adipocitos 3T3-L1 sin tratar.

PPARy es un factor de transcripcidbn pro-adipogénico, considerado principal
regulador de la expresion génica relacionada con la diferenciacion de
preadipocitos a adipocitos maduros. PPARy potencia la expresion de genes como
aP2 (del inglés adipocyte protein 2) y C/EBP (del ingles CCAAT/Enhancer Binding
Protein), que promueven la acumulacién de triacilgliceroles en el adipocito. Es
importante mencionar que en el presente estudio se encontr6 que OBE100 y
OBE104 aumentan la expresion transcripcional de aP2 y C/EBPa. Esto podria ser
evidencia de que la expresion proteica de PPARy aumenta con los tratamientos,
debido a que este factor de transcripcién potencia la expresién tanto de aP2 como
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de C/EBP. La proteina de union a acidos grasos aP2 (también conocida como
FABP, del inglés fatty acid binding protein) es una molécula critica en la
integracion de la biologia del adipocito y la regulacion metabdlica sistémica. Esta
proteina es regulada positivamente durante la diferenciacion de los adipocitos y la
activacion de los macrofagos. Estudios en humanos han demostrado que altos
niveles de aP2 en la circulacion, estan relacionados con obesidad, patologias
metabdlicas y enfermedades cardiovasculares(37). Por otro lado, C/EBPa (del
inglés CCAAT/enhancer binding protein « ) es una proteina que pertenece a la
famila de los factores de transcripcion C/EBPs. Estos factores de transcripcion
estan involucrados en la regulacion de una serie de procesos biolégicos entre los
que se encuentra el control del metabolismo energético(38—40). C/EBPa es
inducido relativamente tarde durante el proceso de adipogénesis en cultivo,
después de la induccion de PPARY, pero precede la sintesis de muchas de las
enzimas caracteristicas de la diferenciacion celular(41). Los sitios de unién a
C/EBP se encuentran en promotores de genes que se activan en los adipocitos
como PEPCK(42), aP2(43) y GLUT4(44). Altos niveles en la expresion de C/EBPa
en lineas celulares de fibroblastos son suficientes para inducir su diferenciacion a
adipocitos(45) y menos cantidad de C/EBPa puede cooperar con PPARy para
promover la diferenciacion. Adicionalmente, la inhibicion de C/EBPa en
preadipocitos 3T3-L1 bloquea la expresion de genes adipogénicos y reviene la
acumulacion de lipidos(46). Finalmente, Ratones knockout para C/EBPa
presentan una reduccion de su tejido adiposo(47).

Para concluir acerca de los efectos bioldgicos del aumento en la expresion de
MRNA de aP2 y C/EBP, deberia medirse la expresion proteica y la actividad de
ambas proteinas en los adipocitos.

Por otra parte, PPARY reprime la expresion génica del factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y el receptor p3-adrenérgico (B3-AR), los cuales estan implicados
lipdlisis y la liberacion de acidos grasos (48). Es importante destacar que la
expresion y actividad de PPARy puede ser modulada por varias vias, como
ubiquitinacién, SUMOilacion y/o fosforilacion, esto demuestra la gran importancia
de la regulacién postranscripcional de este regulador maestro en la adipogénesis
(49).

En contraste con los efectos del AU sobre la cantidad de PPARY, el tratamiento de
adipocitos maduros con OBE100 y OBE104, aumenta significativamente la
expresion transcripcional de PPARy en las células 3T3-L1 maduras, en
comparacion con las mismas ceélulas sin tratamiento, lo que podria indicar que las
fracciones utilizadas en el presente proyecto podrian estar actuando como
agonistas de PPARYy. Las tiazolidinedionas (TZD) fueron los primeros compuestos
sintéticos identificados como ligandos de PPARY; dentro de este grupo varios
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autores han demostrado que la Rosiglitazona (RGZ) es el agonista mas potente y
selectivo que haya sido identificado para este receptor(50). Las TZDs tienen una
variedad de efectos benéficos en el tejido adiposo como el aumento de la
sensibilidad a la insulina(13), la reduccion en el nimero de macrofagos infiltrados
en el tejido adiposo(51) y el aumento de la sintesis de adiponectina(51). Kim vy
colaboradores en 2013, encontraron, por medio de PCR en tiempo real y utilizando
modelos de células T EL4 y macréfagos RAW?264.7, que las células tratadas con
AU presentan una disminucion en la cantidad de mRNA de PPARYy respecto a las
células sin tratar(52). Este resultado coincide con el resultado reportado por He y
colaboradores en el 2013, utilizando la misma técnica sobre adipocitos 3T3-
L1(14). Debido a su capacidad para inducir adipogénesis, las TZD inducen un
aumento de peso en los pacientes que las utilizan. Troglitazona, la primera TZD
disponible comercialmente, fue retirada de la practica médica por ocasionar
hepatotoxicidad(51). De igual forma, Rosiglitazona, que fue ampliamente utilizada
en el tratamiento de pacientes con diabetes tipo I, ha sido asociada con un
incremento significativo del riesgo de sufrir infarto de miocardio y otras
enfermedades cardiovasculares, por lo que en la actualidad su uso es restringido
(51).

Hay que resaltar que el interés en PPARy como un blanco terapéutico, revivié con
la busqueda de agonistas parciales que, sin promover la adipogénesis, puedan
seguir actuando como sensibilizadores de la insulina(53). Esta cuestidn se resolvid
cuando se demostré que PPARYy es fosforilada en la Ser273 (serina273) por Cdk5,
en ratones y humanos obesos. Esta fosforilacion no suprime la actividad
transcripcional general de PPARYy, pero genera cambios en la expresion de genes
especificos como el de la adiponectina. Muchos antidiabéticos con o sin las
propiedades clasicas de los agonistas de PPARY, inhiben directamente la accion
de Cdk5, restaurando en parte su patron de expresion de genes antidiabéticos.
Adicionalmente, el efecto antidiabético de la Rosiglitazona estd intimamente
asociado con la inhibicién de la fosforilacion de PPARy mediante Cdk5(54). En el
presente estudio, se pudo observar que, aunque OBE100 y OBE104 aumentan la
expresion transcripcional de PPARy, disminuyen la acumulaciéon lipidica v,
teniendo presente que, en un estudio anterior se demostrd que actian revirtiendo
los efectos de la resistencia a la insulina(l), se puede concluir que dichas
fracciones pueden estar actuando como potenciales agonistas parciales de
PPARy.

Entre las multiples funciones de PPARYy esta el estimular la sintesis de Acrp30 (o
adiponectina) (55), la cual es una adipoquina que se expresa en el tejido adiposo y
su concentracion plasmatica se reducen en individuos con sobrepeso y obesidad
(56-58). Con base a esto, se evaluo¢ el efecto de las fracciones en la sintesis de
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esta adipoquina, encontrando, un aumento tanto a nivel de mRNA como de
proteina (Figura 11b y Figura 12c). Dado que la adiponectina es estimulada por la
insulina e inhibida con TNFa, la resistencia a la insulina y el incremento en la
expresion de TNFa podrian contribuir a que dicha proteina esté disminuida en
sujetos obesos. En contraste, la reduccion del peso corporal mediante dietas
hipocaldricas o el tratamiento quirargico de la obesidad morbida ocasionan una
elevacion de la adiponectina en el plasma (57,58). Por lo tanto, un incremento en
la expresion de adiponectina es benéfico, no solo por lo descrito anteriormente,
sino porque ademas, interfiere con la funcion de los macrofagos inhibiendo su
actividad fagocitica y su adherencia al endotelio vascular. Ademas, impide la
producciéon de IL-6 y TNFa por medio de la inhibicion de NF-xB e induce la
produccién de factores antiinflamatorios potentes como IL-10 (59).

De manera contraria a la adiponectina, PPARy regula negativamente la expresion
de la leptina (60,61). Concordando con nuestro resultado en las células 3T3-L1
diferenciadas y tratadas con las fracciones. Esta disminucién se evidencio tanto a
nivel de expresion transcripcional como proteica (Figuras 11b y 12b) y se validé
cuando se determind la cantidad de RNAm de leptina en tejido adiposo de ratones
pre diabéticos (Figura 17b). La leptina es una hormona producida en su mayoria
por los adipocitos aunque también se expresa en el hipotadlamo, el ovario y la
placenta. Esta hormona regula el peso corporal por medio de su union a
receptores que se expresan en las neuronas de varios ndcleos hipotalamicos y
gue estan relacionados con la regulacion de la ingesta de alimento y el balance
energético(62), por lo que en condiciones de obesidad y resistencia a insulina se
encuentra sobre expresada(63,64).

Estudios demuestran que el efecto final de la leptina es la disminucion de los
niveles de insulina, glucosa y lipidos, aumento de la saciedad, de la termogénesis
y de algunas hormonas como las tiroideas y las reproductivas(62). En individuos
obesos coexisten estados de resistencia a la insulina y resistencia a la leptina y se
ha hecho evidente la asociacidén entre estas hormonas, la obesidad y el desarrollo
potencial de la DM2, postulando de esta forma a la leptina como una de las
responsables de las relacion entre la obesidad y resistencia a la insulina, asi como
entre obesidad y diabetes mellitus tipo 2 (62). Asimismo, se sabe que la leptina y
la insulina se regulan mutuamente (65,66); la leptina inhibe la produccion de
insulina en las células B del pancreas (67) y la insulina estimula la produccion de
leptina en el adipocito. Estudios demuestran que en el tejido adiposo de ratones y
de humanos el TNFa estimula la expresion de la leptina y ésta a su vez
retroalimenta la produccion de TNFa, que también estimula la produccion de IL6 y
la inhibicion de PPARYy(68).

La leptina funciona como una hormona y como una citoquina. Como hormona
regula el apetito y el metabolismo basal, y como citoquina juega un importante
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papel en la hematopoyesis, angiogénesis y las respuestas inmunes innata y
adaptativa(69-73). Incrementos en la secrecion de leptina, estdn asociados con
condiciones de inflamacién crénica(73). El rol de la leptina en la inflamacién esta
soportada por estudios en ratones ob/ob (deficientes en leptina), los cuales tienen
disminuida la secrecion de TNFa e INFy y elevada la produccién de citoquinas
antiinfimatorias como IL-4 e IL-10. Agrawal y colaboradores en 2011, demostraron
que la leptina activa células B humanas e inducen la secrecion de citoquinas
proinflamatorias (IL-6 y TNFa) mediante la via JAK2/STAT3(74)

Esta bien establecido que los cambios en los niveles de leptina en plasma estan
asociados con cambios en la cantidad de mRNA de leptina en los adipocitos, y
estos niveles estan a su vez relacionados con la cantidad intracelular de
lipidos(75,76). Sin embargo, los elementos cis y los factores trans que regulan la
expresion geénica tejido-especifica de leptina in vivo y los mecanismos que
permiten el incremento o disminucion de su concentracion dependiendo de los
cambios en la masa del tejido adiposo son desconocidos(77). Lu y colaboradores
en 2015, plantearon la posibilidad de que un promotor de la leptina podria ser el
mecanismo de deteccidn de lipidos que regulara la expresion de leptina en
respuesta a los cambios en la cantidad de lipidos intracelulares. Para elucidar
dicho mecanismo, se basaron en el procedimiento realizado por Brown y Goldstein
para identificar la via de deteccion del colesterol(78-80). De esta forma,
identificaron una caja CCAAT que sirve como sitio de union al Factor Nuclear Y
(NF-Y, del inglés Nuclear Factor Y), localizada a 16.5kb corriente arriba del sitio de
inicio de la transcripcion del gen de la leptina. Posteriormente realizaron una
delecion de un fragmento de ADN que contenia el sitio de unién a NF-Y,
encontrando que se suprimia la expresion de la leptina, in vivo. Estos hallazgos los
llevaron a evaluar el papel de NF-Y en el desarrollo de células grasas y la
expresion de la leptina(77). NF-Y (también conocido como CBP, del inglés
CCAAT-box Binding Protein), es un factor de transcripcion que ha sido implicado
en enfermedades humanas como la  miodistrofia, enfermedades
neurodegenerativas, cancer y enfermedades cardiovasculares(81-83). Estudios in
vitro demuestran que NF-Y se une a promotores de genes que controlan la
sintesis de colesterol y acidos grasos asi como la expresion de adiponectina,
aunque su funcion en la regulacion de la adipogénesis in vivo no ha sido
evaluada(84,85). Lu y colaboradores encontraron que reduciendo la expresion
genética (knockdown) de NF-Y en preadipocitos 3T3-L1, se disminuye la
adipogénesis. Adicionalmente, in vivo, utilizando un modelo de ratones knockdown
para NF-Y, demostraron por medio de ChiP, que NF-Y se une a secuencias
pertenecientes al gen de la leptina. Ademas, dichos ratones fueron resistentes a
una dieta alta en grasa, sugiriendo que NF-Y regula la masa del tejido adiposo
bajo condiciones normales y la expansion de dicho tejido en obesidad inducida por
dieta. En términos generales, estos estudios identificaron a NF-Y como un factor
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de transcripcion que se requiere para la expresion de leptina y que una pérdida de
su funcién en los adipocitos resulta en lipodistrofia e hipoleptinemia, remediable
con la sustitucion de leptina(77).

Por otro lado, Wrann y colaboradores en 2012, utilizando ratones transgeénicos,
localizaron un elemento cis corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion del
gen de la leptina e identificaron que el factor de transcripcion FOSL2 (del inglés
FOS-like antigen 2) se vinculaba especificamente a dicha region. Ademas,
reportaron que realizando Knockdown de FOSL2 en adipocitos humanos,
disminuia la expresion de leptina y que dicha expresion aumentaba en ratones
cuando se sobre expresaban FOSL2. Estos datos confirman que FOSL2 actla
como un regulador critico en la expresion de leptina en los adipocitos(86).
Adicionalmente, J. Lee y colaboradores en 2016, utilizando un modelo de ratones
con obesidad inducida por la dieta, encontraron por medio de procedimientos
bioinfarméticos, que el Withaferin (Lactona de estructura similar a la encontrada en
OBE100) aumenta la sensibilidad a la leptina. Dicho resultado se corroboré
cuando, por medio de escaneo DEXA (del inglés dual-energy X-ray), los autores
encontraron que el Withaferin disminuye el peso corporal de los ratones obesos
tratados, por medio de la disminucion en la ingesta de alimentos ocasionada por la
sensibilizacion a la leptina(12)

Dado que uno de los resultados mas consistentes del presente proyecto, es la
disminucion de leptina producida por el tratamiento con OBE100 y OBE104, como
se menciond anteriormente, se plantea que NF-Y y FOSL2 pueden ser un blanco
directo o indirecto de dichas fracciones y podrian ser objeto de posteriores
estudios.

Teniendo presente que los macrofagos son unas de las células mas relevantes en
el perfil secretor y la funcion del tejido adiposo inflamado, caracteristico de la
obesidad y las enfermedades relacionadas como la Diabetes Mellitus tipo 2, se
evalué el efecto de OBE100 y OBE104 en la expresion de genes marcadores de
inflamacion en macréfagos J774 con perfil proinflamatorio. Se encontré en que en
las células tratadas se disminuye significativamente la expresion IL-6, TNFa e IL-
1B tanto a nivel transcripcional como a nivel proteico. TNFa e IL-1p activan, por la
via candnica a NF-kB, que es una via de sefializacién proinflamatoria que posee
un importante papel en la expresion genética de otras citoquinas, quimioquinas y
moléculas de adhesién proinflamatorias. Por esto, al obtener una disminucién en
la produccion de TNFa e IL-1, posiblemente hay una disminucion en la activacion
de NF-kB vy, por lo tanto, una disminucion de genes activados por este complejo
como IL-6 y a su vez TNFa(87). Adicionalmente, varios estudios como el de Patil y
colaboradores en el 2015, evaluaron el efecto de triterpenos pentaciclicos en la
activacion de NF-kB. Por medio de una ensayo de quinasa hotspot en macréfagos
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RAW 264.7 activados con LPS, demostraron que, en especial el AU, es un potente
inhibidor de IKKB, atenuando de esta manera la expresion de la cascada de
proteinas de NF-kB, previniendo la fosforilacion de IKKa/f y bloqueando la
activacion de INFy(88).

Por lo anterior, se puede plantear la hipotesis de que las OBE100 y OBE104,
disminuyen la produccion de IL-6, TNFa e IL-1B por inhibicién NF-kB. Ademas, es
posible que la disminucién de IL-6 y TNFa se deba, en parte, a la disminucién de
la expresion de leptina en 3T3-L1. Por este motivo, se propone hacer un analisis
de la expresion y actividad de NF-kB asi como de las diferencias en la activacion
de la via JAK/STAT en macrofagos.

Otro fendmeno celular altamente relacionado con la inflamacion es el estrés
oxidativo. El estrés oxidativo es un estado en el que se genera un desequilibrio
entre la formacion excesiva y la eliminacién insuficiente de moléculas altamente
reactivas, como las especies reactivas de oxigeno y las de nitrogeno. El estrés
oxidativo desempefia un papel importante en el desarrollo de complicaciones de la
diabetes. Por este motivo, se evalud la capacidad antioxidante de las fracciones
utilizadas mediante varios métodos (Tabla 3) y se encontré que el contenido de
fenoles totales para ambas fracciones es bastante alto cuando se compara con los
frutos de agraz o mortifio(89) y pulpa de mango, los cuales, segun se ha
reportado, poseen una muy buena capacidad antioxidante(90). Siguiendo con el
orden de los hallazgos, al evaluar la capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno (ORAC), se encontré que el valor de ORAC para OBE104 es similar al
ORAC de fraccion lipofilica de la Guayaba Manzana, mientras que el ORAC para
OBE100 fue mayor al de la fraccion lipofilica de la uva. Ambas frutas, la guayaba
manzana y la uva, posee valores de ORAC significativamente mayores a muchas
de las frutas analizadas en Colombia(91) y son frecuentemente utilizadas como
valores de referencia en alimentos, frutas o suplementos por la industria.

Ademas de medir la capacidad antioxidante de las fracciones utilizadas, en
términos de su cantidad de fenoles o su capacidad para absorber radicales libres
de oxigeno en medios que no son biol6égicamente activos, se considero relevante
medir la capacidad que tienen para generar radicales libres en las células. Se
encontré que ambas fracciones aumentan la generacion de especies reactivas de
oxigeno en macrofagos J774 activados y sin activar. Para explicar el hecho de
que, aun generando dicho estallido oxidativo, OBE100 y OBE104 disminuyan la
expresion de citoquinas proinflamatorias en la linea celular evaluada, es
importante destacar que la inflamacion es regulada, en gran medida, por el
proceso de autofagia. La autofagia es un mecanismo de degradacion lisosomal
por el cual la célula destruye organelas dafiadas como también microorganismos y
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recicla macromoléculas. La autofagia puede regular la produccion de proteinas
inflamatorias como la IL-1B. La IL-1B8 es activada por un complejo multimérico
conocido como inflamosoma(92). Saitoh y col demostraron que la actividad del
inflamosoma, relacionado con NKRP-3, es regulada negativamente por la
autofagia. Macrofagos derivados de ratones knockout para el gen ATG16L1 (por
su nombre en inglés autophagy-related 16-like 1), los cuales presentan una
carencia de autofagia, presentan una elevada produccion de IL-1 después de la
estimulaciéon con LPS(92). La autofagia puede regular la produccion de dicha
citoquina mediante dos vias: la primera es por eliminacion de mitocondrias
dafiadas evitando de esta manera la acumulacién de ROS(93,94). La otra via por
la cual la autofagia regula la produccion de IL-18 es por la degradacion de pro- IL-
18 limitando el sustrato disponible para que el inflamasoma procese la IL-
18(93,94). Varios autores han descrito que el AU promueve la autofagia en
diferentes modelos celulares(17,95,96). Leng y colaboradores en 2016, por medio
de microscopia electronica y utilizando macréfagos extraidos del peritoneo de
ratones y de la linea celular Raw264.7, encontraron que el AU a una
concentracion de 10uM promueve la autofagia. Dadas las evidencias encontradas
al respecto, se puede plantear la hipotesis de que OBE100 y OBE104 promueven
la autofagia en macréfagos J774 activados y de esta manera, revierten los efectos
inflamatorios de las especies reactivas de oxigeno que promueven. Ademas del
mecanismo descrito, es posible que la capacidad reductora de las células sea lo
suficientemente potente como para equilibrar la cantidad de radicales de oxigeno
producidos y los reducidos por su propia maquinaria. Valdria la pena evaluar en
este sistema, la expresion y actividad de las enzimas antioxidantes, para
comprobar esta ultima hipétesis.

En resumen, se propone que los triterpenos presentes en OBE100 y OBE104, a
las concentraciones utilizadas, pueden disminuir la cantidad de lipidos
almacenados en los adipocitos 3T3-L1. Este efecto puede llevarse a cabo por
medio de la activacion de la via LKB1/AMPK/ACC y del aumento en la expresion
de SIRT1, que a su vez y al igual que pAMPK, regula negativamente la actividad
de PPARy. Por medio de la disminucién en la actividad de PPARY, decrece la
expresion de leptina y este efecto es potenciado por la disminucion que ocasiona
la reduccion en la acumulacion lipidica en la actividad de NF-Y y, por un
mecanismo desconocido inhibe FOSL2. La disminuciéon de NF-Y se suma a la
actividad de AMPK y ambos conducen al aumento en la expresion de
adiponectina. Adicionalmente, OBE100 y OBE104 disminuyen la expresion de
citoquinas proinflamatorias probablemente inhibiendo la actividad de NF-«xB, efecto
que es potenciado por el aumento en SIRT1 y la promocion de la autofagia
ademas del aumento de la adiponectina y la disminucién de la leptina. Por altimo,
el efecto de las especies reactivas de oxigeno, promovido por las fracciones sobre
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la inflamacion, es revertido por la autofagia provocada por las fracciones. En la
Figura 18, se esquematiza el proceso descrito.

—=* Llipogénesis
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Figura 7. Mecanismo de accidn propuesto para OBE100 y OBE104. Lineas azules: activacion.
Lineas rojas: inhibicion. pLKB1 (kinasa hepatica B1, fosforilada), pAMPK (kinasa dependiente de
AMP, fosforilada), pACC (acetil coA carboxilasa, fosforilada), SIRT1 (Sirtuina 1), NF-Y (factor
nuclear Y), PPARy (receptor y activado por profileradores del peroxisoma), NF-«B (factor nuclear
kB), ROS (especies reactivas de oxigeno), IL-1p (interleuquina 18).

En conclusion, adipocitos 3T3-L1 maduros y tratados con OBE100 y OBE104,
presentaron una disminucion en la cantidad de triacilgliceroles almacenados, por
medio de la inhibicién parcial de la lipogénesis y no por el aumento en la lipdlisis.
Adicionalmente, mostraron una disminucién en la expresion de leptina y un
aumento en la expresion de adiponectina que fueron reproducibles en los ensayos
realizados en tejido adiposo de ratones pre-diabéticos. Ademas, se observé un
incremento en la expresion transcripcional de PPARy, aP2 y C/EBP. Por otro
lado, en macrofagos J774 activados y tratados con las fracciones, se evidencio
una disminucion en la expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-1B y
TNFa. Extrapolando a un contexto biologico los efectos que OBE100 y OBE104
generaron en los modelos celulares, se podria esperar que las fracciones,
acompafadas de una alimentacion equilibrada y ejercicio, contribuyeran a una
disminucion en el peso corporal y lograran interrumpir el circuito entre la
inflamacion cronica leve, desencadenada en el tejido adiposo durante la obesidad,
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y la resistencia a la insulina, pudiendo ser de gran utilidad para el tratamiento y la
prevencion de las complicaciones metabdlicas y cardiovasculares asociadas con
la Diabetes Mellitus tipo 2.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Uno de los aspectos a resaltar del presente estudio y de otros adelantados en el
grupo, es el empleo de una mezcla de triterpenos obtenidos, directamente, a partir
de material vegetal, que componen la fraccion que se denomina OBE100. Se
observé que adipocitos 3T3-L1 tratados con OBE100, presentan una mayor
disminucién en la acumulacion de triacilgliceroles que las mismas células tratadas
con OBE104. Ademas, en contraste con los resultados de estudios con é&cido
ursolico reportados en la literatura, el tratamiento con OBE100 y OBE104 no
promueve lipdlisis, o que disminuiria la lipotoxicidad que precede el desarrollo de
la resistencia a la insulina a nivel sistémico. En el modelo vivo, la mezcla de
triterpenos ha demostrado tener un efecto mas potente que sus componentes
individuales, al revertir de una forma més notable las alteraciones metabdlicas
asociadas a la obesidad y sus complicaciones. Estos hechos, convierte al extracto
crudo (OBE100), en un prototipo muy promisorio en el tratamiento en contra de la
Diabetes Mellitus tipo 2. A partir de esto, se favoreceria el desarrollo de modelos
fitoterapéuticos que irian en contra del establecido, en la elaboracion de
medicamentos para tratar la enfermedad en cuestion y otras complicaciones
metabolicas relacionadas con la obesidad, con la ventaja adicional de optimizar en
los costos y con apoyo de la industria nacional.

Para darle continuidad al presente estudio, se pretende trabajar en la forma de
presentar farmacologicamente el extracto, estandarizando y optimizando factores
como su solubilidad y biodisponibilidad y de esta manera poder utilizarlo en
estudios in vivo y posteriormente en estudios preclinicos y clinicos.

Por otro lado, teniendo presentes los resultados reportados en este estudio, se
podrian analizar las vias metabdlicas relacionadas con los mecanismos de accion
de las fracciones utilizadas. Para ello, se podria evaluar, en los modelos celulares
propuestos, la actividad y expresion tanto a nivel transcripcional como proteica, de
proteinas como LKB1, AMPK, ACC, SIRT1, NF-Y, FOSL2, NF-xB, JAK2, STAT3

Adicionalmente, podria evaluarse en este sistema, la expresion y actividad de las
enzimas antioxidantes, para comprobar el mecanismo por medio del cual, las
fracciones utilizadas, disminuyen el perfil proinflamatorio en macréfagos J774, aun
promoviendo la produccion de especies reactivas de oxigeno. También podria
evaluarse el efecto de las fracciones en la capacidad reductora de dichas células.
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Por otro lado, podrian realizarse ensayos para saber si OBE100 y OBE104
forsforilan a PPARYy y de qué manera lo hacen, y asi poder concluir acerca del rol
de las fracciones como agonistas parciales de dicho factor de transcripcion.
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