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4.- RESUMEN

La obesidad es un importante problema de salud a nivel mundial que se asocia
con un proceso inflamatorio crénico de baja intensidad. Interesantemente, existe
una fuerte relacién entre inflamacion y disminucién en la sensibilidad a la insulina
en células adiposas. Tal alteracion puede deberse a una menor activacion por
fosforilacién de moléculas de la via de senalizacion intracelular de esta hormona,
como Ser-473-Akt. Por otra parte, se ha descrito que grasas saturadas como el
acido palmitico (PA) reducen la capacidad de las células de captar la glucosa

inducida por insulina in vitro.

Como parte de la cultura ancestral del altiplano chileno, la planta nativa Lampaya
(Lampaya medicinalis Phil. (Verbenaceae)) se emplea en infusiones para el
tratamiento de enfermedades con componente inflamatorio, tales como problemas
reumaticos y artritis, entre otras. Estos efectos se atribuyen a su alto contenido de
flavonoides y polifenoles, cuyas actividades antioxidantes son ampliamente
reconocidas. Sin embargo, son escasos los estudios cientificos que avalen este
conocimiento popular y la accién medicinal de la planta. En particular, se
desconoce si esta planta o sus derivados poseen efectos biolégicos sobre eventos
metabdlicos relacionados con procesos inflamatorios como la insulino-resistencia,
condicion ampliamente presente en la poblacion chilena con sobrepeso y

obesidad.

La presente tesis evalud el efecto protector de un extracto hidroalcohdlico de
Lampaya (EHL) sobre la inhibiciéon de la sefializacién de la insulina inducida por
PA en adipocitos de la linea celular 3T3-L1, reconocida ampliamente como modelo
para el estudio de mecanismos asociados a obesidad. Para ello se utilizaron
cultivos de células 3T3-L1 diferenciadas in vitro a adipocitos, fueron tratados con
EHL previo a la exposicion a PA y posteriormente estimulados de forma aguda con
insulina o vehiculo. Se estudi6 la respuesta a la insulina evaluando fosfo-Ser-473-
Akt (Western blot) en condicidén basal y estimulada por insulina, a partir de lisados

citoplasmaticos totales.
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Los resultados de esta investigacion mostraron que EHL restaura la disminucién
en la fosforilacion de Akt inducida por PA, describiendo por primera vez un efecto
protector del EHL contra la inhibicion de la sefializacion de la insulina insulino-

resistencia inducida por PA en células adiposas in vitro.

Los hallazgos de este trabajo entregan nuevas bases cientificas respecto al
potencial de la planta Lampaya como estrategia fitofarmacoldgica y/o nutricional
para la prevencién y manejo de los problemas metabdlicos asociados a la
obesidad, como lo es la alteracion de la sefalizacion de la insulina en células

adiposas.

12
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5.- ABSTRACT

Obesity is an important health problem worldwide characterized by a low-grade
chronic inflammation state. There is a strong relationship between inflammation
and decreased insulin sensitivity in adipose cells. At a molecular level, impaired
insulin sensitivity can result from reduced phosphorylation of intracellular targets of
the insulin signaling pathway, such as Ser-473-Akt. On the other hand, saturated
fats such as palmitic acid (PA) reduce insulin-dependent glucose uptake by cells in
vitro. The use of Lampaya (Lampaya medicinalis Phil. (Verbenaceae)) infusions for
the treatment of inflammatory diseases, such as rheumatic problems, arthritis and
others, is part of the ancestral culture of the Andean High Plateau in Northern
Chile. The biological activity of Lampaya is associated to the high content of
phytochemicals such as flavonoids and polyphenols present in the plant whose
antioxidant activity is widely recognized. However, scientific studies validating such
traditional knowledge as well as the medicinal action of the plant are scarce.
Particularly, it is unknown whether Lampaya or its constituents have biological
effects on metabolic events related to inflammation such as insulin resistance, a
common condition in overweight and obese population. This work evaluated the
protective effect of a hydroalcoholic extract Lampaya (EHL, Spanish acronym) on
the inhibition of insulin signaling induced by PA in 3T3-L1 adipocytes, a cell line
widely used as model for studying mechanisms associated with the development of
obesity. For this, in vitro cultures of differentiated 3T3-L1 adipocytes were used.
Cells were exposed to EHL prior and along PA exposure and then acutely
stimulated with insulin or vehicle. Insulin response was studied from total
cytoplasmic lysates by evaluating phospho-Ser-473-Akt (Western blot) in basal and
insulin-stimulated conditions. Our results showed that EHL prevented the PA-
induced decrease in Akt phosphorylation, describing for the first time a protective
effect of EHL against the inhibition of insulin signaling induced by PA in adipocytes.
Findings from this work provide new scientific evidence regarding the potential of
Lampaya as a phyto-pharmacological and/or nutritional tool in the prevention and
management of metabolic conditions associated with obesity, such as impaired

insulin signaling in adipose cells.

13
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6.- INTRODUCCION

6.1 Obesidad y tejido adiposo

La creciente prevalencia de obesidad en el mundo se ha transformado en un serio
problema de salud publica (1). La obesidad es una patologia multifactorial
caracterizada fundamentalmente por un desbalance entre la ingesta y el gasto de
energia, que se traduce en un exceso de energia y acumulacién de grasa en el
organismo (2). La prevalencia mundial de obesidad desde 1975 se ha triplicado, y
en 2016 mas de 1.900 millones de adultos tenian sobrepeso (39%), de los cuales
mas de 650 millones eran obesos (13%) (3). En Chile, la prevalencia de obesidad
alcanza un 31,2%, segun los datos de la ultima Encuesta Nacional de Salud 2016-
2017 (4). Esta ampliamente reportado que esta condicién se asocia a anomalias
metabdlicas como el sindrome metabdlico, diabetes mellitus de tipo I, resistencia
a la insulina, dislipidemia y enfermedades cardiovasculares (5), por lo tanto,
contribuir a la validacion cientifica de nuevas aproximaciones preventivas y/o
terapéuticas de origen natural constituye un avance importante en el manejo de

dichas condiciones.

Uno de los tejidos mas relevantes en el desbalance energético positivo es el
adiposo, el cual se ha considerado clasicamente un reservorio de energia y
grasas, dejando de lado las multiples funciones que cumple metabdlicamente. El
tejido adiposo esta compuesto por adipocitos, preadipocitos, células endoteliales,
fibroblastos, macréfagos y leucocitos (6), siendo los adipocitos el tipo celular
responsable del manejo de los triacilglicéridos. Durante el desarrollo de la
obesidad, el tejido adiposo incrementa su masa, ya sea por un aumento del
tamano (hipertrofia) y/o por un incremento en el numero (hiperplasia) de los
adipocitos (7). Dichos eventos, sumados a otros sucesos que ocurren durante la
expansion adiposa, determinaran si en esta expansion se altera funcionalidad del
tejido (8). La principal funcién del tejido adiposo es actuar como un regulador de la
homeostasis lipidica, ya que es capaz de almacenar la energia en forma de
triacilglicéridos durante los periodos de exceso y movilizar acidos grasos libres y

glicerol cuando el gasto energético excede la ingesta de energia (9). Este proceso
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esta finamente regulado por la accion de diferentes hormonas tales como la

Insulina.
6.2 Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica de 51 aminoacidos que se sintetiza como
un precursor inactivo (proinsulina) por las células beta de los islotes de
Langerhans pancreaticos. La activacion de la proinsulina se genera luego de la
eliminacién de una seccion de la cadena polipeptidica y la posterior unién de los
fragmentos libres mediante puentes disulfuro (10). Una vez activa, esta hormona
participa no solo en la reduccién de la glicemia, sino también promueve

potentemente la lipogénesis en los adipocitos y actua como factor de crecimiento

(11).

La insulina actua en multiples tejidos y sus efectos varian dependiendo de la
funcionalidad del érgano blanco. En el tejido adiposo, la insulina es un regulador
fundamental en los adipocitos: promueve la sintesis de triacilglicéridos, estimula la
diferenciacién de los preadipocitos, el transporte de glucosa e inhibe la lipdlisis. La
accion de la insulina se inicia con el acoplamiento de la hormona a su receptor
transmembrana (RI), que se compone de dos subunidades a y dos subunidades 3
unidas por puentes disulfuro. La insulina se une a la subunidad a extracelular e
induce un cambio conformacional en la subunidad B, gatillando su actividad
intrinseca como tirosina quinasa. A continuacion, el receptor se autofosforila en
multiples residuos de tirosina (Tyr). En particular, la fosforilacion del residuo Tyr-
960 crea un sitio de reconocimiento para el dominio de union a fosfotirosinas de
los sustratos del receptor de la insulina (IRS). Existen numerosas isoformas de
IRS (IRS 1-12), sin embargo, la evidencia indica que IRS-1 esta involucrada en el
transporte de glucosa estimulado por insulina hacia el interior de las células, por lo

que en este trabajo se hara referencia a esta isoforma (12).

La sefAalizacion rio abajo del Rl involucra dos vias principales: la via de la proteina
quinasa activada por mitégenos (MAPK), denominada la via mitogénica, y la ruta

de fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), conocida como via metabdlica (13). Este
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trabajo de tesis evaluara esta ultima ruta, debido a que es la mas relevante en el
tejido adiposo en los aspectos relacionados a obesidad (via clasica). A

continuacion, se entrega una breve descripcion de esta via.
6.3 PI3K/ Akt

PI3K es una proteina de naturaleza dimérica ubicada en la membrana plasmatica,
con una subunidad catalitica (p110) y otra reguladora (p85). La subunidad p85 se
une a IRS-1 fosforilada en tirosina, lo que provoca que cese su actividad inhibitoria
sobre p110 (14). La PI3K activa es capaz, a su vez, de fosforilar principalmente el
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), conviertiéndolo en fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (PIP3). Estos fosfolipidos son segundos mensajeros que regulan la
actividad de la proteina transductora de sefal Akt, efector clave de PI3K y foco
esencial de esta tesis. La Akt o proteina quinasa B/(PKB)) es una Serina
(Ser)/Treonina (Thr) quinasa que se une con alta afinidad a fosfoinositoles de
membrana. Al interactuar con estos fosfolipidos, se produce su translocacion a la
membrana interna, lugar donde la proteina quinasa-1 (PDK1) activa a Akt
fosforilandola en Thr-308, sin embargo, su activacion completa se lleva a cabo
cuando la proteina quinasa-2 (PDK-2) fosforila el residuo de Ser-473 de Akt (15).
La activacién de Akt estimula, entre otras cosas, la translocacion de vesiculas
intracelulares ricas en transportador dependiente de insulina tipo 4 (GLUT4) hacia
la membrana plasmatica, favoreciendo la captacién de glucosa hacia el interior de
la célula (16-18).

En sintesis, la insulina gatilla una cascada de sefales que activan Akt en sus
células blanco, como el adipocito, y convierten a esta proteina en un importante
mediador de las acciones anabdlicas de la hormona. En este sentido, la
fosforilacidon de Akt ha sido un blanco para numerosos estudios de la accion
metabdlica de la insulina, la cual se ve afectada en muchos casos de obesidad,

generando lo que se conoce como “resistencia a la insulina" (19).

16
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6.4 Insulino-Resistencia

La resistencia a la insulina (IR) es un estado patolégico que se caracteriza por una
capacidad disminuida de la insulina para llevar a cabo sus funciones fisiolégicas
normales. En términos moleculares, la alteracion en la sensibilidad de la insulina
puede deberse a diversos mecanismos, por ejemplo, una alteracion en la
fosforilacion de las moléculas de la cascada de sefalizacién del RI, lo que se
traduce en una deficiencia en los efectos esperados rio abajo de la sefal (20). La
resistencia a la insulina es uno de los principales desordenes relacionados con la
obesidad, e investigaciones recientes se han centrado en el estudio de acidos
grasos saturados y sus metabolitos como mediadores relevantes en este
fendmeno (21). Los acidos grasos no esterificados, conocidos también como
acidos grasos libres, provienen del tejido adiposo como consecuencia de la
lipdlisis. Su exceso, tanto intra como extracelularmente, ejerce distintos efectos en
el metabolismo. En el caso del TA, afectan la via de sefalizacién de la insulina, y a
su vez, constituyen un estimulo pro-inflamatorio, dada su capacidad de estimular
la producciéon de citoquinas, promoviendo asi el estado de inflamacién
caracteristico de la obesidad. Uno de los acidos grasos mas abundantes en la
dieta es el acido palmitico (PA) (30%), un acido graso saturado de cadena larga
ampliamente utilizado por la industria alimentaria. Los acidos grasos saturados
han sido asociados con la resistencia a la insulina en el tejido adiposo (22-23),
existiendo amplia evidencia de los efectos nocivos del PA en la homeostasis
celular (24 - 28). En estudios in vitro en células adiposas 3T3-L1, la exposicion
cronica a PA induce inhibicion de la senalizacion de la insulina, reflejado también
en la inhibicién de la captacion de glucosa estimulada por la hormona (29,30). Se
ha descrito que PA inhibe la fosforilacion estimulada por insulina en varios blancos
de su via de sefalizacion, tales como el receptor de insulina, IRS-1, PI3K, PDK1 y
Akt. Se ha observado también que el PA inhibe la translocacién de GLUT4 hacia la
membrana mediada por insulina y que disminuye su cantidad en la superficie
celular (31). Frente a estos antecedentes se hace relevante encontrar estrategias

de prevencion para los efectos del PA, por lo cual se han estudiado distintas
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aproximaciones, entre ellas las que involucran extractos vegetales, que pudieran

contrarrestar estos efectos.
6.5 Lampaya medicinalis Phil. (Verbenaceae)

Desde tiempos ancestrales, la poblacion se ha valido del uso de plantas
medicinales para el tratamiento y cura de enfermedades, por lo que el interés y
necesidad de investigar cientificamente sus propiedades benéficas ha ido en
aumento en los ultimos afos. En este contexto, poblaciones del altiplano del norte
chileno han empleado la popular planta nativa Lampaya (Lampaya medicinalis
Phil. (Verbenaceae)). Esta especie, es un pequefio arbusto con una altura de 80 -
100 cm que crece en la "puna atacamefia" del norte de Chile; a la que se le ha
asociado propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y anticancerigenas, entre
otras (32). Dichas actividades benéficas podrian ser resultado de la elevada
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides que estan presentes en extractos
hidroalcohdlicos de Lampaya (EHL), y que muestran, a partir de ensayos
quimicos, actividad antioxidante y poder reductor (33). Estudios in vivo, han
reportado que la administracion oral del EHL en dosis altas (3000 mg/ Kg peso
corporal) no es téxica en ratas, ademas se ha descrito que su administracién en
dosis bajas muestra un efecto antiinflamatorio en edema de extremidades inducido

por carragenina (32).

De acuerdo a nuestro conocimiento, no existen estudios acerca de un posible
efecto benéfico del EHL sobre condiciones que se asocien a un ambiente
inflamatorio, como lo es la insulino-resistencia asociada a la obesidad, ni de los
mecanismos moleculares que lo subyacen. En particular, se desconoce si el EHL
revierte la inhibicidon de la sefalizacién de la insulina inducida por PA en células
adiposas. Por tanto, y en base a los antecedentes antes mencionados, este
trabajo evalué el efecto protector del EHL sobre la inhibicidon de la sefalizacién de

la insulina inducida por PA en la linea celular adiposa 3T3-L1.
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7.- HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

A la luz de la actual epidemia de obesidad en gran parte del mundo, el reto es
encontrar nuevas alternativas terapéuticas naturales que ayuden a contrarrestar la
insulino-resistencia del adipocito asociada a esta condicion. La presente tesis se
centra en estudiar el efecto del EHL sobre la sefializacion de insulina,

especificamente sobre la fosforilacion de Akt.

Por lo tanto, dentro del contexto del marco tedrico de este proyecto, la hipétesis
de este trabajo es que “La planta Lampaya medicinalis Phil. previene la
disminucion en la fosforilacion de Akt inducida por PA en adipocitos
diferenciados 3T3-L1".

7.1 Objetivo General

* Evaluar el efecto protector del EHL sobre la inhibicién de la senalizacion de
la insulina (fosforilacién de Akt) inducida por PA en adipocitos diferenciados

de la linea celular 3T3-L1
7.1.1 Objetivos Especificos

* Definir las condiciones éptimas (concentracion, tiempo) para establecer el
modelo de inhibicidon de la sefalizacion de la insulina inducido por PA en
adipocitos diferenciados 3T3-L1 evidenciado a través de la fosforilacién de
Akt.

» Establecer el efecto del EHL sobre la fosforilacion de Akt en condiciones
basales y luego de la estimulacion con insulina.

* Evaluar la fosforilacién de Akt basal y estimulada por insulina en adipocitos

3T3-L1 incubados con PA y pre-expuestos o no a EHL.
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8.- METODOLOGIA

En este proyecto se evalud el efecto de un extracto hidroalcohdlico de Lampaya
frente a la inhibicidn de la sefializacion de la insulina inducida por PA. Este estudio
contemplé un diseio de investigacion de tipo experimental, teniendo como
variable independiente el tratamiento con EHL y como variable dependiente la

fosforilacion de Akt.
8.1 Definiciéon del modelo experimental
8.1.1 Linea celular: 3T3-L1

Se utilizo la linea celular 3T3-L1 (ATCC® CL-173™) que corresponde a una linea
celular derivada de células (3T3) de ratén, ampliamente utilizada como modelo
para la investigacién del tejido adiposo. Las células 3T3-L1 tienen una morfologia
similar a los fibroblastos, y en condiciones apropiadas, se pueden diferenciar hacia

un fenotipo similar al del adipocito (33,34).

8.1.1.1 Cultivo celular

Las células se mantuvieron en medio de cultivo, que corresponde a Medio de
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) alto en glucosa (4,5 g/l) (Gibco),
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (Biological Industries),
Penicilina 50 U/mL (Sigma-Aldrich) y Estreptomicina 100 ug/mL (Sigma-Aldrich).
Los cultivos se incubaron en atmdsfera controlada con 5% CO;, a 37°C. Para los
experimentos se utilizaron placas de 6 o 12 pocillos sembradas a una densidad de

20.000 células/cm?. Los medios de cultivo fueron cambiados dia por medio.

8.1.1.2 Diferenciacion celular

Cuando los fibroblastos 3T3-L1 (preadipocitos) alcanzaron confluencia fueron
diferenciados incubando las células en medio de cultivo de crecimiento
suplementado con factores adipogénicos (Dexametasona 1 pM (Sigma),

Isobutilmetilxantina 0,5 mM (Calbiochem®) e Insulina recombinante humana 10
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Mg/ml (Insuman®)). Luego de 48 horas de incubacion con dicho medio, las células
se lavaron con buffer salino fosfato (PBS, por sus siglas en inglés) (Biological
Industries) y fueron incubadas por tres dias con medio rico en insulina (medio de
crecimiento suplementado con Insulina). Transcurrido este periodo, las células se
lavaron con PBS y se agreg6é medio de cultivo DMEM 10% SFB, suplementado
con antibidticos por 1 a 3 dias hasta observar al microscopio células ricas en gotas

lipidicas (fenotipo de adipocito).
8.2 Estandarizacion de tratamientos

8.2.1 Estandarizacion del estimulo agudo con insulina: Curva de Tiempo -

Respuesta.

Este experimento de estandarizacién se realizé para determinar el tiempo de
estimulaciéon con insulina que lograra generar un mayor incremento de la
fosforilacion de Akt en células 3T3-L1 diferenciadas a adipocitos. Previo a la
estimulacion con insulina, se reemplazé el medio de cultivo por un medio de
deprivacion (sin SFB). Luego de 22 horas, se realizé una estimulacién con Insulina
100 nM por 0, 5, 10, 15 y 20 minutos. Se detuvo la estimulacion retirando el medio
rapidamente para luego agregar PBS frio. A continuacion, se realizaron lisados
citoplasmaticos totales y se evalué la fosforilacion de Akt mediante Western blot
(WB).

8.2.2 Estandarizacion del tratamiento con acido palmitico: Curva de

Concentracion — Respuesta y Tiempo - Respuesta

Una vez establecida la diferenciaciéon adipogénica, se realizé el tratamiento con
PA. Se utilizdé un rango de concentraciones y tiempos de exposicion descritos en la
literatura para observar la inhibicion de la fosforilacion de Akt inducida por insulina

y se evalué dicha fosforilacion mediante WB.

Se escogio el tiempo y la concentracion de PA que lograron una disminucion de al
menos un 50% en la capacidad de respuesta a la insulina (observado como el

incremento en la fosforilacién Akt estimulado por la hormona).
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En breve, adipocitos diferenciados fueron deprivados por 6 horas de SFB, para
luego incubarlos en distintos tiempos (12 - 16 — 24 horas) y a distintas
concentraciones con PA (0,12 - 0,24 - 045 - 0,65 - 0,83 mM). Las
concentraciones del acido graso se prepararon diluyendo en el medio de cultivo
una solucién concentrada de PA (5 mM) conjugado en 10% de albumina de suero
bovino libre de acidos grasos (BSA FFA por sus siglas en inglés) (Sigma). La
condicion control para estos tratamientos corresponde al vehiculo, es decir, BSA
FFA agregado al medio de cultivo. Para las curvas de concentracion y tiempo de
exposicion a PA, se empled como condicién control BSA FFA en los volumenes
equivalentes a la mayor y menor concentracion del acido graso y por el menor y
mayor tiempo de la curva, respectivamente. Para todas las condiciones se destiné
una poblacién de células mantenidas en condicion basal, mientras que otra
fraccidon fue estimulada agudamente con insulina (100 nM), por el tiempo que fue
definido en el experimento de estandarizacién (descrito en la seccion 7.2.1). Se
detuvo la estimulaciéon con PBS frio y a continuacion se realizaron los lisados

celulares.
8.3 Tratamiento con el extracto de Lampaya:

8.3.1.1 Obtencion del extracto

Se utilizaron las hojas y partes aéreas de Lampaya medicinalis Phil. recolectadas
en la localidad de Socaire, ubicada en la segunda Region de Antofagasta, Chile.
Las hojas se secaron al aire para luego realizarse la extraccién con etanol : agua
(1:1), durante una semana a temperatura ambiente. El extracto de etanol : agua se
filtr6, evapord y liofilizé para obtener una masa de extracto color verde oscuro
(EHL) (33). El extracto seco fue sellado en una botella protegida de la luz y
almacenado a -20°C. Los extractos fueron proporcionados por los doctores Glauco

Morales y Adrian Paredes de la Universidad de Antofagasta.
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8.3.1.2 Viabilidad celular

Para determinar la mayor concentracion de extracto que no afectara la viabilidad
de los adipocitos 3T3-L1, las células se incubaron a distintas concentraciones del
EHL (0,01 - 0,1 -1 - 10 ug/ml). El tiempo se determind en base al resultado de la
curva Tiempo- Respuesta de PA (punto 7.2.2) al cual se le adicionaron 2 horas,
correspondientes al pre-tratamiento con el EHL. Posteriormente se evalud la

viabilidad celular en camara de Neubauer por exclusion de azul de tripan.
8.4 Condiciones Experimentales

Se expuso los cultivos de células 3T3-L1 diferenciadas a adipocitos a EHL en la
concentracion anteriormente determinada (seccion 7.3.1.2), 2 horas previo y
durante la exposicidon a PA, utilizando las concentraciones definidas previamente
(seccidn 7.2.2). Asi, las condiciones experimentales fueron las siguientes: a)
Control (no-tratado), b) EHL, c) PA'y d) EHL + PA. Concluidos los tratamientos, se
realizd la estimulacién aguda con insulina segun el tiempo obtenido desde el
experimento de estandarizacion con dicha hormona (punto 7.2.1) y se evalud la

fosforilaciéon de Akt en lisados citoplasmaticos totales por WB.
8.5 Procedimientos y Técnicas
8.5.1 Tincién con Oil Red O

Para la tincién de las gotas de lipidos, se retiré el medio de cada pocillo, se lavd
con PBS y se fijo las células en formaldehido al 10% durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Luego de dos lavados con PBS, los pocillos se secaron
completamente y se agreg6 solucion de Oil Red O (Sigma) al 60% en agua
destilada, por una hora a temperatura ambiente, para luego lavar 3 veces con
PBS. Posteriormente se agregé hematoxilina al 100% por 10 minutos a 37°C. Se
observaron las gotas de lipidos utilizando un microscopio invertido (MOTIC AE

2000), conectado a una camara digital (Olympus DP71).
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8.5.2 Lisado Celular

Una vez concluidos los tratamientos, se realizd la lisis celular en hielo utilizando
buffer de lisis NP-40 (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Nonidet P40 0.01%, pH 8.0,
Glicerol 10%) suplementado con Coctel inhibidor de proteasa 1,5 uM Complete®
(Roche), Pepstatina 2 pg/mL, Ortovanadato de Sodio 2 mM, NaF 50 mM). La
recoleccion de las células se realizd con rastrillo y el contenido se transfirié a tubos
Eppendorf. Se separé la fraccidn insoluble por centrifugacion a 12.000 g por 15
minutos a 4°C. Se traspaso la fraccidén soluble (sobrenadante) a un nuevo tubo y
se mantuvo a -80°C hasta su analisis. La concentracion de proteina del lisado se
determiné utilizando el kit de ensayo de proteinas BCA Pierce ™ (Rockford IL)

siguiendo las instrucciones del fabricante.
8.5.3 Western Blot

Como se menciond anteriormente, se evalud la fosforilaciéon de Akt en los lisados
celulares mediante inmunodeteccién por WB. Se sometid cantidades equivalentes
de proteina a electroforesis en buffer de corrida en geles de poliacrilamida al 10%
en condiciones denaturantes, para ser luego transferidas a una membrana de
nitrocelulosa en buffer de transferencia 1X (Tris 24 mM, Glicina 194 mM, Metanol
20%). La inmuno-reaccion se realizé mediante la incubacién de las membranas,
previamente bloqueadas en BSA 5%, utilizando un anticuerpo primario fabricado
en conejo que reconoce la forma fosforilada de Akt (anti-fosfo-Akt ser473, Cell
Signaling 9271) o Akt total (Cell Signaling 9272). La deteccion de los complejos
inmunes se realizé a través de la incubacion con anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa, seguido de una incubacion con el sustrato enzimatico
ECL (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce Biotechnology
Inc., Rockford, IL) y la obtencidn de las sefales se realizé con el equipo C-DiGit™
(LI-COR®, USA). A partir de las imagenes digitalizadas, se cuantificé la densidad

de las bandas mediante el programa Image J (National Institutes of Health, USA).
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8.6 Analisis estadistico de los datos

Los resultados se expresan como promedio + desviacidén estandar (DS). Para el
analisis estadistico se utilizé el programa Graph Pad Prism 4.0. Se recurrié al Test
no paramétrico de Friedman, seguido de la prueba de comparaciones multiples de
Dunn y se consideré un p < 0,05 como criterio de significancia. Se realizaron al

menos cuatro experimentos en forma independiente y en duplicado.
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9.- RESULTADOS

9.1 Validaciones y estandarizaciones
9.1.1 Diferenciacion adipogénica

Se validé la diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1 luego de 8 dias de
exposicion al protocolo de diferenciacion. Esta fue evaluada morfolégicamente,
constatandose el paso de una forma alargada, tipo fibroblasto, hacia una
redondeada, tipo adipocito, asi como a través de la observacion de la presencia de

gotas de lipidos citoplasmicas.

10x 20x 40x

Pre :
Adipocitos !

Adipocitos

Figura 1. Preadipocitos y adipocitos 3T3-L1 después de 8 dias de
diferenciacion celular. Imagenes representativas de la diferenciacion de
adipocitos 3T3-L1 diferenciados segun las condiciones detalladas en el texto,
luego fueron sometidas a la tincién Oil Red O y observadas mediante microscopio
invertido en tres aumentos (10x, 20x y 40x / barra = 10 — 5 — 2,5 um
respectivamente).
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9.1.2 Tratamientos

Se realizé una estandarizacion para determinar el tiempo 6ptimo de estimulacion
con insulina que genera un mayor incremento de la fosforilacion de Akt (p-Akt).
Para ello, se estimuld a los cultivos de adipocitos con insulina (100 nM) por 0, 5,
10, 15y 20 minutos (n = 1). Los lisados celulares se analizaron mediante WB para
determinar Akt fosforilada (p-Akt) y total. Se observé una mayor fosforilacion de
Akt luego de 15 minutos de incubacién con insulina (Figura 2A), sin un cambio
importante a los 20 minutos, por lo que se escogié 15 minutos como tiempo de

estimulacion para los experimentos de este estudio.
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Figura 2. Efecto de insulina sobre la fosforilacion de Akt en adipocitos 3T3-
L1. El contenido de p-Akt relativo a Akt total se evalué mediante WB en lisados
citoplasmaticos totales. (A) Efecto de insulina (100 nM) a distintos tiempos de
estimulacion (0, 5, 10, 15, 20 min) sobre el contenido de Akt fosforilado en relacion
a Akt total en adipocitos 3T3-L1 (n=1). (B) Efecto de insulina (100 nM, 15 min)
sobre la fosforilacion de Akt en adipocitos 3T3-L1 (n=8). El inserto muestra los
valores individuales para cada experimento. En la parte inferior del recuadro se
muestran blots representativos para cada experimento. *p < 0,05 versus control
(sin insulina). Prueba de Wilcoxon.

Al evaluar en un mayor numero de muestras el efecto de la estimulacién por 15
minutos con insulina sobre p-Akt (Figura 2.B) en nuestro modelo experimental, se

confirmd que la hormona induce un incremento de Akt fosforilado respecto a la
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condicion basal (p = 0,016). Este resultado indica que insulina activa Akt, en
concordancia con la bien reportada activacion de la via PI3K/Akt por efecto de
dicha hormona (Whiteman et al., 2002).

Como estandarizacién del trabajo con el EHL, se evalu6 la viabilidad de los
adipocitos tras ser expuestos a distintas concentraciones del extracto y de su
vehiculo. Para esto, se expuso los adipocitos a 0 - 0,01 — 0,1 - 1y 10 ug/mL de
EHL por 18 horas. De igual forma, los adipocitos fueron tratados con el
equivalente del vehiculo (Dimetilsulféxido DMSO) segun las concentraciones 0,01
—0,1-1y 10 yg/mL del extracto por 18 horas. La viabilidad celular se evalud por

exclusién de azul de tripan y recuento celular en camara de Neubauer.
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Figura 3. Efecto del extracto hidroalcohdlico de Lampaya (EHL) sobre la
viabilidad celular de adipocitos diferenciados 3T3-L1. Los adipocitos se
trataron con diferentes concentraciones de EHL (0,01 — 0,1 — 1 - 10 ug/mL) (A) o
con el equivalente correspondiente de vehiculo (DMSO) (B) durante 18 horas.
Posteriormente, se evalud la viabilidad celular por exclusion de azul de tripan a
través de recuento en camara de Neubauer. Las barras representan media £ DS
(n = 4 experimentos independientes). Los insertos muestran los valores
individuales para cada experimento. Las letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas entre las condiciones (p < 0,05), Prueba de Friedman,
seguido de la prueba de comparaciones multiples de Dunn.
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Como se muestra en la Figura 3.A, se observo que la exposicién al extracto en
una concentracion de 10 ug/mL incrementa la viabilidad de las células (p = 0,002)
en relacién a la condicion sin extracto. Por su parte, en la Figura 3.B se observa

que el vehiculo del extracto no afecta la viabilidad celular respecto al su control.

9.2 Resultados en base a cada objetivo especifico (OE):

9.2.1 OE 1. Definir las condiciones 6ptimas (concentracion, tiempo) para
establecer el modelo de inhibicion de la sefalizacion de la insulina
inducido por PA en adipocitos diferenciados 3T3-L1 evidenciado a
través de la disminucion en la fosforilacion de Akt inducida por

insulina.

Para definir el tiempo de incubacion con PA tras el cual se observa un menor
incremento de p-Akt estimulado por insulina versus un control expuesto al vehiculo
de PA (BSA FFA), los adipocitos fueron incubados a distintos tiempos (12 - 16 - 24
horas) con PA 0,75 mM, concentracion que es usualmente utilizada en la literatura
para este modelo biolégico (26). Tras esta preincubacion con PA, los adipocitos
fueron expuestos a 100 nM de insulina por 15 minutos. Posteriormente, los lisados
citoplasmaticos se analizaron mediante WB para determinar p-Akt/Akt (n = 1). Se
observo que 16 horas de exposicion al acido graso los adipocitos fue el menor
tiempo de incubacién que logré una disminucién en la fosforilacion de Akt en
respuesta a insulina en la magnitud esperada, por lo tanto, dicho tiempo fue el

escogido para el desarrollo de esta investigacion (Figura 4).
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Figura 4. Fosforilaciéon de Akt a distintos tiempos de incubacién con acido
palmitico (PA) en adipocitos 3T3-L1. Los adipocitos se trataron con PA (0,75
mM) a diferentes tiempos de incubacion (12, 16, 24 horas) versus un control
expuesto al vehiculo de PA (BSA FFA). A continuacion, fueron estimulados con
INS (100 nM) por 15 minutos. Los lisados citoplasmaticos totales fueron
analizados mediante WB para estudio de Akt fosforilado en relacion al Akt total (n
= 1). En la parte inferior del recuadro se muestra blot del experimento.

Si bien se consideraron 5 concentraciones de PA para realizar la curva
concentracion—respuesta (fosforilacion de Akt), la concentracién mas alta del acido
graso (0,83 mM) fue descartada, pues provocd que los adipocitos diferenciados

perdieran adherencia a la placa de cultivo.

En la Figura 5 se muestra el efecto de distintas concentraciones de PA sobre p-Akt
en adipocitos diferenciados en condicién basal y estimulada por insulina. Al
analizar el efecto de las distintas concentraciones de PA sobre p-Akt en la
condicion basal (ausencia de estimulacién aguda con insulina, Figura 5.A), se
observd que el PA no tiene un efecto. Por su parte, al evaluar el efecto de las
distintas concentraciones PA sobre la p-Akt estimulada por insulina (Figura 5.B),
las concentraciones de 0,12; 0,24 y 0,45 mM no tienen un efecto en relacion a la
condicion sin PA, mientras que la concentracion de 0,65 mM provocé una

disminucién en la fosforilacién de Akt en un 59% respecto a la condicidén control (p
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= 0,045). Por lo tanto, el tratamiento con 0,65 mM de PA por 16 horas fue
escogido como la condicién experimental adecuada para disminuir la fosforilacion

de Akt inducida por insulina en adipocitos 3T3-L1.
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Figura 5. Efecto concentracion-respuesta de acido palmitico sobre la
fosforilacion de Akt en adipocitos 3T3-L1 diferenciados. Los adipocitos 3T3-L1
fueron deprivados de suero, para luego ser tratados con vehiculo y distintas
concentraciones de PA (0,12 - 0,24 - 0,45 - 0,65 mM) durante 16 horas.
Posteriormente, las células se estimularon con insulina (INS,100 nM) durante
15 min. El contenido de Akt fosforilado (p-Akt) relativo a Akt total se evalud
mediante WB en lisados totales. (A) Efecto del PA sobre la fosforilacion de Akt en
adipocitos diferenciados en condiciones basales (sin insulina). (B) Efecto del PA
sobre la fosforilacion de Akt inducida por insulina. Los insertos muestran los
valores individuales para cada experimento. En la parte inferior del recuadro se
muestran blots representativos para cada experimento. Las barras representan
media + DS (n = 8 experimentos independientes). Las letras diferentes sobre las
barras indican diferencias significativas entre las condiciones (p < 0,05), Prueba de
Friedman, seguido de la prueba de comparaciones multiples de Dunn.
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9.2.2 OE 2. Establecer el efecto del EHL sobre la fosforilacion de Akt en

condiciones basales y luego de la estimulacién con insulina.

Tal como se mencion6 anteriormente (seccion 8.2.1) al no reportarse un efecto
citotoxico del EHL sobre los adipocitos 3T3-L1, se utilizd la concentracion mas
baja (0,01 pg/mL) y la mas alta (10 ug/mL) del extracto para evaluar su efecto
sobre la fosforilacion de Akt. Los adipocitos diferenciados fueron tratados con
dichas concentraciones por un periodo de 18 horas, para luego ser o no
estimulados durante 15 minutos con insulina (100 nM) (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de EHL sobre la fosforilacion de Akt en adipocitos 3T3-L1.
Los adipocitos diferenciados se trataron con vehiculo y EHL (0,01 y 10 ug/mL)
durante 18 horas. Posteriormente, las células se estimularon con insulina (100 nM)
durante 15 min. El contenido de Akt fosforilado (p-Akt) relativo a Akt total se evalué
mediante WB en lisados totales. (A) Efecto de EHL sobre p-Akt en condicién
basal. (B) Efecto de EHL sobre la p- Akt inducida por insulina. En los insertos, se
muestran los valores individuales para cada experimento. En la parte inferior del
recuadro se muestran blots representativos para cada experimento. Las barras
representan media + DS (n=8 experimentos independientes). No se encontraron
diferencias significativas entre las condiciones (p < 0,05). Datos analizados
mediante Prueba de Friedman, seguido de la prueba de comparaciones multiples
de Dunn.
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Al analizar el efecto del extracto sobre dicha activacion (Figura 6.A — 6.B), no se
encontraron diferencias significativas entre las concentraciones utilizadas de EHL
respecto al control, tanto en aquellas células en condicién basal como en las
estimuladas con insulina. Lo anterior sugiere que el extracto por si mismo no

afecta la activacion de la proteina Akt.

Con el objetivo de disminuir eventuales sesgos debido a la mayor viabilidad de los
adipocitos observada con la concentracién de 10 pg/mL, se decidié continuar el
estudio utilizando solamente 0,01 pg/mL de EHL para estudiar el posible efecto
protector del extracto sobre la inhibicion de la sefializaciéon de la insulina inducida

in vitro por PA.

9.2.3 OE 3. Evaluar la fosforilacion de Akt basal y estimulada por insulina en

adipocitos 3T3-L1 incubados con PA y pre-expuestos o no a EHL.

Para evaluar el efecto protector del EHL sobre la disminucion de la fosforilacion de
Akt en respuesta a insulina inducida por PA, se realizé una preincubaciéon de 2
horas con EHL (0,01 ug/mL), para luego adicionar PA (0,65 mM) durante 16 horas.
Asi, las condiciones experimentales fueron: a) Control (no tratado), b) PA 0,65
mM, c¢) EHL 0,01 pg/mL, d) EHL 0,01 pg/mL + PA 0,65 mM. Posterior a dichos
tratamientos, se realizdé una estimulacion aguda con insulina (100 nM) durante 15

minutos y luego se evalud p-Akt y Akt total en los lisados celulares mediante WB.

La Figura 7.A, muestra todas las condiciones experimentales antes definidas en
condicion basal, no reportandose diferencias significativas respecto al control en
dicha fosforilacion. En presencia de insulina (Figura 7.B), se observdé que PA
provoca una menor fosforilacion de Akt respecto al control (p = 0,04). Por otra
parte, la fosforilacién de Akt en los adipocitos preincubados con EHL y luego
tratados con PA fue similar a la fosforilacién encontrada en las células controles
(no tratadas). Lo anterior indica que el pre-tratamiento con EHL previene la

disminucién de la respuesta a insulina (p-Akt) inducida por PA.
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Figura 7. Efecto de PA, EHL y su combinacion sobre la fosforilacion de Akt
en adipocitos diferenciados 3T3-L1. El contenido de p-Akt relativo a Akt total se
evalué mediante WB en lisados citoplasmaticos totales. Los adipocitos se trataron
con PA (16 horas, 0,65 mM), con o sin preincubacién de 2 horas con EHL (0,01
Mg/mL), en (A) ausencia (basal) o (B) presencia de insulina. En los insertos, se
muestran los valores individuales para cada experimento. En la parte inferior del
recuadro se muestran blots representativos para cada experimento. Las barras
representan media £ DS (n=8 experimentos independientes). Las letras diferentes
sobre las barras indican diferencias significativas entre las condiciones (p<0,05).
Analisis mediante Prueba de Friedman, seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Dunn.
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10.- DISCUSION

El tejido adiposo es un importante blanco de la insulina, la cual estimula el
almacenamiento de triglicéridos por multiples mecanismos. Estos incluyen el
promover la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos y, en adipocitos maduros,
la estimulacion de la captacidn de glucosa, la lipogénesis y la inhibicion de la
lipdlisis (34,35). En este contexto, se ha demostrado que alteraciones en la
senalizacion de la insulina, en particular en la activacion de Akt en el TA, son
cruciales en el desarrollo de resistencia a la insulina a nivel sistémico (36). Uno de
los modelos utilizados para evaluar estos efectos es la linea celular de
preadipocito 3T3-L1. El PA se ha usado ampliamente en estos estudios dado que
genera una disminucidn en la senalizacion de la insulina en diferentes modelos
celulares (37-39). Acidos grasos saturados como PA inhiben la captacion de
glucosa inducida por insulina, a nivel del transporte de glucosa y/o interfiriendo en
la cascada de senalizacion intracelular de la hormona (40). En nuestro modelo,
vemos que el PA no genera diferencias en los valores basales de la fosforilacion
de Akt (Figura 5.A), lo cual era esperable segun los efectos vistos por PA en otros
modelos celulares de estudio de la sefalizacion de insulina (41). Con respecto a la
linea celular utilizada en este trabajo de tesis, sélo se encuentra una referencia
que asocia PA a la fosforilacion de Akt ante el estimulo de insulina (42), donde
utilizan una concentracion de 0,75 mM de PA por 16 horas. En nuestra
estandarizacion previa al inicio de los experimentos, utilizamos concentraciones de
PA menores a la encontrada en la literatura (0- 0,65 mM), sin embargo, con 0,65
mM observamos casi un 60% de menor fosforilacion de Akt que el control (Figura
5.B), lo cual sugiere un defecto en la senalizacion de la insulina, confirmando este
modelo como una herramienta valida de evaluacion de nuestra hipotesis. Existe
amplia evidencia acerca de como los lipidos ejercen su accion inhibitoria sobre la
sefal de insulina. Por una parte, los diacilglicéridos, en su accién como segundos
mensajeros, son sustrato de la proteina quinasa C (PKC), la cual posee actividad
serina-quinasa y puede fosforilar la porcion intracelular del receptor de insulina en
Serina 307, lo que se traduce en una menor interaccion del receptor con proteinas

de senalizacion como IRS. La pérdida de dicha interaccion con el receptor impide
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la posterior activacién de PI3K y, por consiguiente, la de Akt, lo que determina una
disminucién de la actividad de la sefal generada por la insulina (43-45). Asimismo,
estudios recientes muestran que la delecion de la PKC épsilon en tejido adiposo,
pero no en hepatico, es capaz de mejorar la tolerancia a la glucosa y la

sensibilidad a la insulina en un modelo de raton (46).

Una vez validado el modelo, estudiamos los efectos producidos por el EHL en
adipocitos 3T3-L1. Tal como en otros casos de plantas con propiedades
medicinales, no existen muchos antecedentes respecto a la actividad biolégica de
la Lampaya y sus posibles efectos adversos, por lo cual es necesario estudiar sus
propiedades y distintos efectos en forma sistematica (33,47). En primera instancia,
el extracto hidroalcohdlico no generé muerte celular, pero si, de forma inesperada,
la concentracién mayor evaluada, se asocié a un aumento relativo del contenido
de células (Figura 3.A). Al revisar la literatura vemos que los datos de viabilidad
celular son muy variables y en muchos casos, dependientes del tipo de extracto y
de la planta utilizada, pero la mayoria de los casos donde la viabilidad aumenta, se
hace hincapié al posible efecto que podrian tener los polifenoles y compuestos
antioxidantes de cada extracto evaluado, sin describir un mecanismo especifico
(48,49). Se destaca este punto como un posible tema a investigar en el futuro, ya
que escapa de los objetivos de esta tesis. Por otra parte, se ha estudiado
extractos de Lampaya medicinalis para describir sus efectos medicinales, la
mayoria asociadas a sus efectos antinflamatorios, también debido a su alto
contenido de antioxidantes, especificamente polifenoles y flavonoides. Morales y
sus colaboradores midieron la toxicidad de EHL usando un modelo animal de
ratas. Los resultados mostraron que dosis de 3000 mg/Kg no presentaron indicios

de malignidad ni toxicidad (32).

Al evaluar si el extracto genera cambios en la fosforilacion basal de Akt, se aprecia
que esto no ocurre, asi como tampoco en condiciones de estimulacion con
insulina. Este dato nos sugiere que el EHL no tendria una actividad directa sobre
esta via, sugiriéndonos una respuesta mas bien ligada a la presencia de PA.

Hasta donde sabemos, no existen estudios donde se hayan analizado vias de
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senalizacion intracelular como la ruta Akt u otra, sélo se han reportado datos
relacionados con inflamacion (32). No obstante, diversos estudios evaluan los
efectos de extractos de plantas medicinales sobre resistencia a la insulina, donde
se observan tanto aumentos como disminuciones de activacion de Akt basal (50,
51). Cabe destacar que los estudios enfocados en efectos especificos de plantas

medicinales sobre el tejido adiposo o modelos del mismo, son muy escasos.

Nuestra observacion que muestra que el pretratamiento con EHL previno la
disminucion en la fosforilacion de Akt inducida por PA, es sin duda una de las mas
relevantes del trabajo. De acuerdo con nuestra revision de la literatura, este es el
primer estudio en el cual se ha evaluado los efectos preventivos que podria tener
un extracto hidroalcohdlico de la planta nativa Lampaya medicinalis Phil. en la
disminuciéon de la sefalizacién de la insulina inducida por PA en la linea celular
3T3-L1. A la fecha sodlo existe un estudio que evalua el efecto del EHL sobre la
inflamacion, sin embargo, este se limitd a observar efectos téxicos y cambios
morfolégicos e histoldgicos en las articulaciones de animales (32), asi como a
describir los componentes y su capacidad antioxidante (33). Como se menciond
anteriormente, se han realizado estudios con extractos medicinales de diversas
plantas, enfocados en los efectos antioxidantes y la mejora de la sensibilidad a la

insulina, sin evaluar sefializacién intracelular en un modelo de adipocitos (52,53).

El exceso de lipidos, particularmente acidos grasos saturados, genera la
activaciéon de receptores TLR (Toll-like receptors), los cuales no son exclusivos de
células inmunes, sino que también se expresan en adipocitos (54). Este
mecanismo lleva a la activacion del factor nuclear de transcripcion NF-kB, el cual
esta asociado a la disminucion de la acciéon de la insulina, debido a que al
activarse esta via, genera la fosforilacion de Ser307-IRS-1, de manera que impide
su activacion por la union de insulina a su receptor (55). Adicionalmente, un
aumento de los niveles de glucosa y acidos grasos libres produce un incremento
en la concentracion de acetil-CoA, la cual a su vez incrementa la producciéon de
donantes de electrones (NADH) en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Cuando el

exceso de NADH no puede ser utilizado por la fosforilacion oxidativa (u otros
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mecanismos), aumenta el gradiente de protones mitocondrial y aumenta la
transferencia de electrones al oxigeno, formandose asi radicales libres (anion
superéxido en particular), produciendo asi estrés oxidativo. Sumado a esto, el
estrés oxidativo produce un aumento de la expresidon de citoquinas pro-
inflamatorias y disminucion de la expresién de citoquinas antiinflamatorias en los
tejidos, lo que representaria un nexo entre el exceso de lipidos y la induccion de la
RI (56). En el presente trabajo, proponemos que el mecanismo protector de EHL
podria relacionarse con su capacidad antioxidante y antiinflamatoria. Si bien en
este estudio no se aplicaron técnicas para identificar los componentes especificos
del extracto, creemos que este efecto protector del EHL contra los efectos del PA
pudo ser producto de su ya conocido alto contenido de flavonoides (33,57). En
concordancia con otras investigaciones, la caracterizacion quimica ha revelado
que ciertas hierbas medicinales, a las cuales se les han atribuido actividad
antioxidante e antiinflamatoria, tienen en comun grandes concentraciones de
flavonoides. Estos compuestos son ampliamente reconocidos como antioxidantes
naturales, principalmente por su capacidad de atrapar especies reactivas de
oxigeno (ROS) (47,52,53,57), mecanismo por el cual se ha documentado que el
PA genera la mayoria de los efectos relacionados a la resistencia a la insulina. Si
el efecto del extracto es por accion antioxidante, solo deberiamos observar algun
cambio en condiciones de estrés oxidativo cuando la cantidad de ROS esta
elevada. Entre nuestros resultados no se observan cambios en la fosforilacion de
Akt en ausencia de PA. De acuerdo a esto, esperariamos ver, en una evaluacion a

futuro, que el PA induce un aumento de ROS, el que seria revertido por el EHL.

Dentro de las limitaciones de este estudio, podemos mencionar la ausencia de
aproximaciones experimentales que evaluaran la resistencia a la insulina en forma
mas fisiolégica, es decir, las consecuencias en un modelo animal in vivo, o bien
otras respuestas intracelulares dependientes de insulina en los adipocitos, como
por ejemplo captacion de glucosa. También se reconoce la falta de medicion de
parametros de estrés oxidativo y/o de evaluacién del efecto biolégico especifico
para cada uno compuestos descritos en EHL (33). No se utilizaron otros tiempos

de pre-incubacion, para analizar sus posibles efectos. Todo lo anterior representa
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desafios a futuro que contribuiran a dilucidar el mecanismo por el cual EHL actua

frente al efecto deletéreo del PA.

Consideramos que los resultados de este estudio son muy relevantes. Primero
porque esta investigacion es pionera en el uso del EHL en un modelo celular
adiposo. Ademas, corroboramos que, en este modelo, Lampaya es una planta
inocua en el aspecto toxicolégico y metabdlico. Por otra parte, destaca la
dimensiéon medicinal de la especie evaluada, pues contribuimos a avalar
cientificamente el uso tradicional de esta planta. Dado el ambito patrimonial que
esta especie nativa significa para el pais, proyectamos una gran relevancia en su
uso como tratamiento complementario en la prevencion y tratamiento de

problemas metabdlicos asociados a la obesidad e inflamacion.
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11.- CONCLUSIONES

Este es el primer estudio donde se analiza el efecto del EHL sobre la via de
sefalizacion de insulina en un modelo in vitro. Basados en los resultados de este
trabajo que indican un efecto protector de EHL en la disminucion de la fosforilacion
estimulada por insulina de Akt inducida por PA, podemos sefialar que nuestra

hipotesis ha sido comprobada.
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