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RESUMEN

La obesidad se ha posicionado como un alarmante problema de salud por su alta
prevalencia a nivel mundial, realidad de la que Chile no queda exento. Esta patologia se
presenta debido a un desbalance energético positivo mantenido en el tiempo, que
conduce a la expansion del tejido adiposo y a una posterior infiltracion de monocitos al
tejido. Como consecuencia, se establece una interaccion adipocito-macréfago que
desencadena un caracteristico estado inflamatorio crénico de bajo grado. Dicho estado
inflamatorio se asocia al desarrollo de co-morbilidades tales como diabetes tipo 2,
enfermedades cardiovasculares, entre otras. Por ello, es de gran interés investigar nuevas
estrategias nutricionales que logren contrarrestar los mecanismos proinflamatorios
asociados al desarrollo de obesidad. En este sentido, se ha descrito que los frutos nativos
chilenos, Aristotelia chilensis (Maqui) y Berberis microphylla (Calafate), tienen un alto
contenido de polifenoles, los cuales se han asociado a respuestas anti-inflamatorias en
diversos modelos de experimentacién. De esta manera, la presente investigacion evaluo
los efectos anti-inflamatorios de extractos acuosos de Maqui y Calafate sobre la respuesta
patogénica de adipocitos y macréfagos humanos activados con LPS y TNF-a in vitro,
respectivamente, considerando a Vaccinium corymbosum (Arandano) como un control
positivo no nativo. Para este propédsito, se utilizé una linea celular monocitica humana
(THP-1) y una linea celular comercial de preadipocitos viscerales humanos, y se
realizaron ensayos para determinar los efectos antinflamatorios, adipogénicos,
antilipoliticos, antioxidantes e insulino-sensibilizadores de los extractos. Los resultados
obtenidos muestran que ambos extractos inhibieron la apoptosis y promovieron viabilidad
celular; el extracto de maqui disminuyo la secrecién de oxido nitrico y la expresion génica
de IL-10; y el extracto de calafate disminuyd la secrecion de IL-6 en macréfagos. Ademas,
ambos extractos disminuyeron la apoptosis y la secrecion de IL-6, aumentaron los niveles
de GSH y no presentaron efecto sobre la adipogénesis; el extracto de maqui aumento la
actividad de la superdxido dismutasa, la captacion de glucosa y los niveles de p-PI3K; el
extracto de calafate inhibié la lipdlisis, la secrecion de MCP-1 en adipocitos. En
conclusion, los extractos de maqui y calafate presentaron respuestas antiinflamatorias en
macrofagos y adipocitos humanos, por lo que podrian tener implicancia en la prevencion o

el tratamiento de comorbilidades asociadas a obesidad.



‘MAQUI AND CALAFATE EXTRACTS INHIBIT INFLAMMATORY MECHANISMS
CHARACTERISTIC OF DEVELOPMENT OF OBESITY IN A IN VITRO MODEL OF
HUMAN ADIPOCYTES AND MACROPHAGES”

SUMMARY

Obesity has emerged as an alarming health problem given its high prevalence worldwide,
reality that Chile is not exempt. This condition occurs due to a positive energy imbalance
maintained over time leading to the expansion of adipose tissue and subsequent tissue
infiltration of monocytes. Consequently, an adipocyte-macrophage interaction triggers a
chronic low-grade inflammatory state is established. This inflammatory condition is
associated with the development of co-morbidities such as type 2 diabetes, cardiovascular
diseases, among others. It is therefore of great interest to investigate new nutritional
strategies that can counteract the proinflammatory mechanisms associated with the
development of obesity. In this regard, it has been described that Chilean native fruits,
Aristotelia chilensis (Maqui) and Berberis microphylla (Calafate), have a high content of
polyphenols, which have been associated with antioxidant and anti-inflammatory
responses in various experimental models. Thus, this research evaluated the anti-
inflammatory effects of Maqui and Calafate aqueous extracts on the pathogenic response
of in vitro activated human macrophages and adipocytes with LPS and TNF-q,
respectively, considering a Vaccinium corymbosum (Blueberry) as a nonnative positive
control. Human monocytic cell line (THP-1) and visceral preadipocytes was used for this
purpose, and assays were performed to determine the anti-inflammatory, adipogenic,
antilipolytic, antioxidants and insulin sensitizers effects of extracts. The results exhibit that
both extracts inhibited apoptosis andpromoted cell viability; maqui extract decreased nitric
oxide secretion and gene expression of IL-10; and calafate extract decreased IL-6
secretion in macrophages. Also, both extracts decreased apoptosis and IL-6 secretion,
increased levels of reduced glutathione and exhibit no effect on adipogenesis; maqui
extract increased the activity of superoxide dismutase, glucose uptake and p-PI3K levels;
calafate extract decreased lipolysis and MCP-1 secretion in adipocytes. In conclusion,
Maqui and Calafate extracts showed anti-inflammatory responses in human adipocytes
and macrophages, which could have implications in the treatment or prevention of

comorbidities associated with obesity.

Vi



1. INTRODUCCION

1.1. Obesidad en Chile y prevalencia

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la obesidad se define como una acumulacién
anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud’, dada por un
desbalance energético positivo sostenido en el tiempo. Esta patologia es desencadenada
de forma multifactorial, y si bien puede existir predisposicion genética para su desarrollo,
los principales factores que determinan su magnitud son una excesiva ingesta de
alimentos de alta densidad energética o un gasto insuficiente de energia por falta de

actividad fisica, o ambos?®™.

En los ultimos 20 afos, se ha producido un fendmeno de transicién alimentaria y
nutricional, desde una condicion de alta prevalencia de bajo peso y déficit de crecimiento
hacia un escenario marcado por el predominio de la obesidad®, la cual comenzé afectando
a paises desarrollados y se ha propagado a varios paises en vias de desarrollo. Esta
transicion se caracteriza por la sustitucion de dietas tradicionales ricas en cereales y
hortalizas por “dietas occidentales” con gran contenido de grasas saturadas y azUcares
simples, y por la adopcién de estilos de vida sedentarios en la sociedad actual®. De esta
forma, la obesidad se ha convertido en un importante problema de salud publica que ha
alcanzado caracteristicas de epidemia a nivel mundial’, provocando la muerte de

alrededor de 2,6 millones de personas al afio.

Respecto a esto, Chile no queda exento pues segun la Encuesta Nacional de Salud (ENS)
de 2010, un 25,1% de la poblacién chilena adulta padece de obesidad (IMC = 30), siendo
las mujeres, las personas mayores de 45 afios y las personas con menor escolaridad los
principales grupos de riesgo®®. Dichos resultados presentan una tendencia de aumento
alarmante, en comparacién con las cifras obtenidas en la ENS de 2003,
correspondientes a 23,2% de obesidad. Asimismo, Chile se integra a los paises de la
OCDE de mayor prevalencia de obesidad, quedando en el quinto lugar, después de

EE.UU., México, Australia y Nueva Zelanda'".



1.2. Fisiopatologia e inflamacién asociada a obesidad

La obesidad se define por un aumento patoldgico en el depdsito del tejido adiposo blanco
(TAB), lo que altera su perfil secretor y su funcion de regulacién del peso corporal'®'®. Sus
caracteristicas de expansion y distribucién anatémica determinan el potencial patolégico
de la obesidad™. Este tejido se subdivide en depdsitos de distintos efectos metabdlicos: el
tejido adiposo subcutaneo (TAS) y el tejido adiposo visceral (TAV). El TAV se encuentra
en el interior de la cavidad abdominal y posee una mayor actividad metabdlica, una menor
sensibilidad a insulina y a drogas antidiabéticas’, y el aumento de su masa se relaciona a

efectos perjudiciales para la salud en comparacién con el TAS'™,

Como consecuencia del exceso de energia, el tejido adiposo sufre expansién mediante
hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos que lo componen debido al aumento del
deposito citoplasmatico de triglicéridos™. Esto es seguido por un aumento de la
angiogénesis, de infiltracion de macréfagos y de sobreproduccién de la matriz

extracelular, que determina el remodelamiento del tejido’""®.

La infiltracion de macréfagos al TAB ocurre mediante diversos mecanismos, entre los que

destacan:

* Muerte celular de los adipocitos, ya sea necrotica o apoptotica, dada por la
hipertrofia excesiva, lo cual generara sefiales enddégenas asociadas a dafio tisular

que actuaran como un estimulo fagocitico®.

* Fibrosis local inducida por microhipoxia en diversas zonas del tejido al comienzo

de su expansion, lo cual estimula respuestas inflamatorias locales??".

* Quimiotaxis, debido a la desregulacién de las quimioquinas proinflamatorias que
movilizan a los macréfagos desde la médula ésea al tejido, entre las que destaca
MCP-1%%_ Esta quimioquina es inducida, principalmente, debido a la disminucién
de la familia de las fosfatasas MKP-1%* y la activacién de MAPKs (ERK, p38 y JNK)
mediante receptores tirosina quinasas rio arriba que ocurre en procesos de

hipertrofia®.



* Aumento del flujo de acidos grasos libres debido a la alta tasa de lipdlisis en los
adipocitos hipertrofiados®, los que actian como ligandos del receptor TLR4,

generando respuesta inflamatoria clasica mediante la activacion de NF-kB?~%°.

Ademas, los macréfagos pueden cambiar su polarizacién dependiendo de los estimulos
ambientales® (Figura 1). En estado estacionario, presentan efectos anti-inflamatorios
intrinsecos tipo M2, involucrados en el mantenimiento de la homeostasis del
tejido adiposo, en la prevencion de la inflamaciény en promover la sensibilidad a la
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insulina Sin embargo, se ha observado un cambio de este fenotipo M2 anti-

inflamatorio hacia un fenotipo M1 inflamatorio®® dependiente de la acumulacién lipidica®

Macr()fago M1 S Citoquinas pro-inflamatorias Antiviral
— \ " (TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23)
0 { Arginina Antibacteriano
[ @ LPS, IFN-y 'Nos |— Quimioquinas = Supresion de tumores
J (CxclS, Cxcl9, Cxcl10) H e
0 TNF-a, GM-CSF \f/ Inmunoestimulacién
& 0 Monocuto
(v
) g D208 Citoquinas anti-inflamatorias Inmunosupresion
0 0 S ReLMa 7 (IL-10)
L Aruncna A~
0 0 IL-4, IL-13 vr' ginasa-1 | Quimioquinas # ReP?ﬁC'O" .de tejidos y
L IL-10, PGE,, polaminas |~ (Ccl17, Cel22, Cel24) Angiogenesis
B (] TGF-8
LL . TS Factores pro-angiogénicos Progresion tumoral
=2 (VEGF, MMP9)

Macréfago M2

Figura 1. Polarizacién de macréfagos a diferentes estado de activacion®. Segun los estimulos que
censen los macrofagos, éstos seran activados presentando polarizacion hacia diferentes fenotipos, ya sea
de tipo M1 o de tipo M2. Los macréfagos M1 (activados clasicamente) presentan un fenotipo citotoxico y
pro-inflamatorio, mientras que los macréfagos M2 (activados alternativamente) inhiben la respuesta inmune e

inflamatoria, son protumorales y promueven reparacion de tejidos.

Los macréfagos infiltrados y su polarizacién de tipo M1 caracteristica en obesidad,
contribuyen en la produccion de mediadores de inflamacién, tales como TNF- o®*". El
TNF-a sefaliza a través de los receptores TNF-R en los adipocitos hipertrofiados,

induciendo lipdlisis, a través de mecanismos independientes de NF-kB (cascadas




proinflamatorias via MAPK)*%*

, Yy produccion de adipoquinas pro-inflamatorias, a través
de mecanismos dependientes de NF-kB.

Entonces, como consecuencia de la interaccion entre los macréfagos infiltrados y los
adipocitos en el tejido, se modifica el perfil de expresién y secrecion de adipoquinas’?,
conduciendo a un aumento en la produccion de factores inflamatorios como TNF-a, IL-6
(relacionados con el establecimiento de la inflamacion), resistina (relacionado con la
sefalizacion de TNF-a), 6xido nitrico (NO) e iINOS (relacionados con la respuesta
inmune), PAI-1 (relacionado con la inhibicién de la fibrindlisis), amiloide sérico A (SAA)
(relacionado con la degradacion de la matriz extracelular) y MCP-1 (relacionado con la
infiltracién de macréfagos), y a una disminucion de factores anti-inflamatorios como
adiponectina (activador de PPAR,, relacionado con sensibilizacion a la insulina) e I1L-10

(relacionado con respuesta antiinflamtoria)®**"4%°,

Los mediadores inflamatorios desencadenan efectos locales a nivel del endotelio que
aumentan la produccion de moléculas de adhesion vascular e intercelular, VCAM e ICAM,
respectivamente, y modifican la permeabilidad vascular, por lo que se permite mayor
infiltracion de células inmunes al tejido que produciran mas factores quimiotacticos
atrayentes de otros macréfagos*®*’. De esta forma, se perpetia un circulo vicioso de
aumento de inflamacion que fomenta adun mas hipertrofia, induce lipdlisis e inhibe
adipogénesis, estableciéndose el caracteristico estado inflamatorio crénico de bajo grado

en obesidad'’ (Figura 2).

Dicho estado inflamatorio se ha relacionado al condicionamiento de insulino-resistencia
(IR) ***® mediante un deterioro progresivo de la sefalizacién de la insulina®®, que primero
ocurre a nivel local, y luego a nivel sistémico'’. Ciertos estudios han determinado que este
condicionamiento es contrarrestado por la pérdida de peso que conduce a la reduccion de
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marcadores inflamatorios y de macréfagos en el tejido®®™* lo cual corrobora que la

inflamacién puede ser un potencial mecanismo, mediante el cual la obesidad induce a IR.
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Figura 2. Mecanismo molecular de inflamacién del tejido adiposo por sobrenutricién'’. (i) Aumento del
estrés metabdlico (estrés del reticulo endoplasmico, hipoxia y estrés oxidativo), junto con una disminucién de
MKP-1, inducen alteraciones inflamatorias durante la hipertrofia de los adipocitos. (ii) Luego ocurre infiltracion
de células inmunes, como los macréfagos que intensifican alteraciones inflamatorias al interactuar con los
adipocitos. (iii) El TNF-a derivado de macréfagos induce la lipdlisis, que a su vez, induce a respuestas
inflamatorias mediante TLR4, por lo que se constituye un circulo vicioso de inflamacién. Asimismo, ocurre con

la polarizacién de macréfagos desde un fenotipo M2 a uno M1 en el tejido adiposo obeso.

1.3. Obesidad y estrés oxidativo

La expansién de TAB conlleva al aumento de estrés del reticulo endoplasmico, de hipoxia
celular y de estrés oxidativo por sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS
por sus siglas en inglés)*. Dichos fenémenos también se encuentran implicados en la
desregulacién hacia un perfil patogénico de secrecion de adipoquinas® y, tanto en forma

independiente como en conjunto, potencian el desarrollo del estado inflamatorio crénico

ya mencionado*




Respecto al estrés oxidativo, se ha descrito un aumento de éste en modelos animales con
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sobrepeso y en pacientes obesos, lo cual se ha asociado con IR e hiperleptinemia
Los mecanismos que podrian explicar su induccion en obesidad son variados®’, dentro de
ellos destacan, el aumento de citoquinas proinflamatorias que estimulan la produccion de
ROS y especies reactivas de nitrogeno en macrofagos, y el aumento de acidos grasos
libres que generan mayores reacciones de oxidacion, lo que aumenta la produccion de
ROS. Si hay sobreproduccion de ROS y la defensa antioxidante de la célula se ve
sobrepasada, el estrés oxidativo podria inducir lipoperoxidaciéon®’. Junto con esto, el tejido
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adiposo en expansién secreta angiotensina II°® que estimula la actividad de la NADPH

oxidasa, la cual aumenta la produccion de ROS en adipocitos™.

Por otro lado, se ha reportado que las principales enzimas que participan en la defensa
antioxidante, tales como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation
peroxidasa (GPx), aumentan en pacientes con sobrepeso infantil, pero disminuyen en
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pacientes con obesidad infanti . Del mismo modo, al comparar pacientes adultos sanos

con pacientes obesos, se detecta menor actividad de las enzimas antioxidantes en los

pacientes obesos®%.

De esta forma, el aumento del estrés oxidativo y la disminucién de las enzimas
antioxidantes también participan en la desregulacion dada en el tejido adiposo obeso,

junto con la inflamacion.

1.4. Comorbilidades de la obesidad

La obesidad preocupa por los trastornos psico-sociales que podrian afectan a las
personas que la padecen, mermando su calidad de vida y autoestima, pero ademas,
porque la expansion del tejido adiposo y la desregulacion de su perfil secretor son
factores de riesgo para el desarrollo de comorbilidades fisico-mecanicas® ™ 'y

metabolicas®®’ (Tabla 1).

El estudio de las comorbilidades metabdlicas es de gran interés, pues éstas engloban a

diversas enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) de alta prevalencia mundial, las



cuales aumentan la morbimortalidad de la poblacion®. Entre estas enfermedades se
distinguen la diabetes tipo 2%, las enfermedades cardiovasculares*' y algunos tipos de

cancer®®®,

Tabla 1. Principales efectos adversos asociados a sobrepeso y
obesidad®. Tabla adaptada de Arteaga A., 2012

METABOLICOS FISICO-MECANICOS  PSICO-SOCIALES
Diabetes Mellitus 2 Osteoartritis Depresion

Hipertension arterial Hipoventilaciéon Ansiedad

Dislipidemia aterogénica Apnea del suefio Alteraciones conductuales
Enfermedades cardiovasculares Miocardiopatia Mayor riesgo a adiccion
Higado graso Insuficiencia cardiaca

Cancer

Colelitiasis

Sindrome de ovario poliquistico

En este sentido, cada vez hay mayor evidencia cientifica que permite relacionar el estrés
oxidativo y la inflamacion, caracteristicos en la obesidad, como factores claves en el

desarrollo de enfermedades metabdlicas*.

1.5. Compuestos bioactivos con potencial beneficioso en la salud

Para prevenir o tratar las comorbilidades antes mencionadas, es necesario generar
nuevas estrategias terapéuticas que permitan contrarrestar los mecanismos pro-oxidantes
y pro-inflamatorios ligados al desarrollo de obesidad. En este sentido, se ha descrito que
el consumo habitual de frutas y verduras, ricas en compuestos bioactivos, se asocia a una

mejora en el estatus antioxidante e inflamatorio’®"

y a una disminucién del riesgo de
ECNT’?". Ciertos alimentos y bebidas de origen vegetal con compuestos bioactivos
asociados a efectos protectores mediante distintos mecanismos de accién, se describen a

continuacion.

Se ha reportado que el té negro y el té verde presentan efectos positivos en la funcién
endotelial. Ambos tipos de té han mostrado aumentar la actividad de eNOS en células
endoteliales bovinas de aorta (BAEC) e inducir vasodilatacion dependiente del endotelio

en anillos adrticos de rata, y ademas, aumentar la dilatacién mediada por flujo de la arteria



en humanos’™. Asimismo, el t¢ negro es capaz de revertir la disfuncién endotelial en
pacientes con enfermedad arterial coronaria. Por otro lado, la epigalocatequina galato
derivada del té verde, podria prevenir la diabetes y controlar el peso corporal. Se ha
descrito que esta catequina disminuye los niveles de expresién génica y proteica de
Resistina en adipocitos 3T3-L1 probablemente, mediante activacién de la via ERK/MAPK,
ya que es capaz de disminuir los sustratos fosforilados ERK1/2. Y ademas, a que la
disminucién en la expresion génica de resistina fue inhibida al sobreexpresar MEK1 en
3T3-L17.

También se ha descrito que la curcumina, un polifenol derivado de la curcuma, posee
propiedades antiinflamatorias e hipoglicemiantes. Este polifenol impide la acumulacion de
lipidos asociada a la diferenciacion de adipocitos 3T3-L1 e inhibe la activacion de C/EBPa
y PPARY, lo que conduce a una disminucion en los niveles de SREBP-1 y FASN’’. Por
otra parte, inhibe la degradacion de IkB y la translocacion de NFkB al nucleo, junto con
disminuir la expresion génica de COX-2, IL-13 e IL-6 en adipocitos en 3T3-L1 activados
con TNF-a. Asimismo, se ha descrito que disminuye el nivel de transcrito de TNF-a en

adipocitos’®"®.

Del mismo modo, se ha estudiado que una ingesta moderada de bebidas alcohdlicas que
contienen polifenoles presentan propiedades antiinflamatorias, pues son capaces de
inhibir la activacion de NF-kB en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y
disminuir los niveles plasmaticos de MCP-1 en sujetos sanos al consumir una dieta alta en
grasa durante cinco dias®. Por otra parte, el consumo de vino tinto ha mostrado
contrarrestar la disfuncién endotelial inducida por una dieta alta en grasa®'. Junto con
esto, un producto de uva rico en fibra dietética y antioxidantes naturales presento
reduccion en factores de riesgo asociados a enfermedades cardiovasculares®. El
resveratrol, una fitoalexina presente en altas concentraciones en el vino tinto®®* ha
exhibido propiedades hipoglicemiantes e hipolipemiantes. Este polifenol modula la
alteracion del perfil de expresion de adipoquinas dado por inflamacién, en células 3T3-L1
incubadas con medio condicionado de macrofagos RAW264.7 y reduce los niveles de
transcrito de COX-2, IL-1B e IL-6 inducidos por TNF-a. Estos efectos tienen directa
relacion con la habilidad de inhibir la activacion de NF-kB en adipocitos 3T3-L1%. Por otro

lado, el resveratrol inhibe la activacion del receptor TLR en tejido adiposo de ratones con



dieta alta en grasa, lo que conduce a una reduccion en los niveles de transcrito de TNF-q,
IFNa, IFNB e IL-6"9%. Asimismo, se ha observado que actiia como un activador de SIRT1,
mejorando la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la insulina en ratas

diabéticas®’.

De la misma manera, la quercetina, un flavonoide derivado alcaparras, manzanas,
cebollas y uvas, presenta propiedades antiinflamatorias en cultivos primarios de
adipocitos humanos. Este flavonoide disminuye la fosforilacion de ERK, JNK, c-Jun y la
degradacién de IkBa que permite la liberacion del factor transcripcional NF-kB, lo cual se
refleja en la disminucion de la expresion génica de IL-6, IL-183, IL-8 y MCP-1 y la secrecion
de IL-6, IL-8 y MCP-1"9% Conjuntamente, se ha observado que presenta propiedades
protectoras frente a enfermedades coronarias mediante la inhibicién de la expresion de la
metaloproteinasa MMP-1 y el impedimento de formacién de placas ateroscleréticas®. Y
ademas, su ingesta se ha relacionado con menor incidencia de asma, menor riesgo de

cancer de mama y menor incidencia de cancer de pulmén®.

Adicionalmente, la capsaicina, un polifenol derivado del aji, ha mostrado inhibir la
expresion y secrecion de IL-6 y MCP-1, y un aumento de la adiponectina en cocultivo de
macrofagos y adipocitos extraidos de tejido adiposo de ratones obesos. También se ha
demostrado que la administracion de capsaicina in vivo, contrarresta la resistencia a la

insulina asociada a obesidad®’.

Igualmente, las antocianinas, un tipo de flavonoide derivado de frutos rojos/violaceos, han
demostrado tener actividad anti-inflamatoria en tejido adiposo obeso, mediada por

mecanismos independientes a PPARy%*%.

Referente a esto, se ha reportado que
extractos concentrados de antocianinas inhiben la produccion de NO en macréfagos
activados®™. Ademas, se les atribuye propiedades anticancerigenas, antitumorales y
antidiabéticas, y diferentes efectos terapéuticos relacionados con sus propiedades
antioxidantes®. Por ejemplo, son capaces de atrapar ROS%, inhibir la oxidacion de
lipoproteinas y la agregacion de plaquetas®. También se las ha relacionado con el
mejoramiento del comportamiento cognitivo en ratas que han recibido suplementacién

nutricional con extractos ricos en antocianinas®.



1.6.  Frutos nativos chilenos: maqui y calafate

La evidencia cientifica existente indica que el consumo regular de bayas proporciona
diversos beneficios para la salud y efectos anti-inflamatorios® "%, las cuales se
encuentran en gran diversidad en Chile, pero no han sido muy bien estudiadas. Es por
esto, que es relevante potenciar su investigacion, con el fin de combatir la inflamacion
asociada a obesidad y sus comorbilidades, junto con potenciar la comercializacion de
bayas nativas chilenas como una fuente de compuestos bioactivos saludables. Respecto
a esto, se ha descrito que los frutos nativos chilenos, Aristotelia chilensis y Berberis

microphylla, poseen un importante contenido de polifenoles'** "%

, lo que sugiere una
asociacion de su consumo a respuestas antioxidantes y antiinflamatorias que podrian

contrarrestar la inflamacién ligada a obesidad.

Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz, también denominada maqui, pertenece a la familia
Elaeocarpaceae y es una especie siempre-verde nativa de los bosques subantarticos de
Chile. Crece desde el Limari (IV Regién) hasta Aysén (IX Region), tanto en el Valle
Central como en ambas cordilleras, pudiendo alcanzar altitudes de hasta 2500 m.s.n.m"'®.
El fruto del maqui es una baya comestible redonda de 5 mm de diametro de color negro
brillante o azuladas, y de alto valor alimenticio'®'%. Para la cultura mapuche es uno de
los tres arboles sagrados y es ampliamente usado como medicina natural. Segun la
medicina popular la infusidon de sus hojas se utiliza como tratamiento de enfermedades de
la garganta, tumores intestinales, lavado de ulceras de la boca y fiebre; las hojas secas y
en polvo, como cicatrizante y en ungientos para curar heridas; los frutos en tisana, como
antidiarreico; y el jugo de los frutos, como tinte en el vino y tejidos mapuche. Dentro de los
productos fabricados con maqui se encuentran: mermeladas artesanales, helados, jugos,
bebidas alcohdlicas y cosméticos'*'%.

Berberis microphylla, también denominado calafate, pertenece a la familia Berberidaceae,
y es un especie siempre-verde nativa de la Patagonia chilena y argentina. Crece desde
Curico hasta Tierra del Fuego, pudiendo alcanzar altitudes de hasta 2500 m.s.n.m. El fruto
del calafate es una baya comestible de color negro brillante de 7-11 mm de diametro.
Debido a que su madera, corteza y raices contienen berberina, de estos productos se

extraen sustancias colorantes para tefiir lana. Sus hojas, raices y frutos se emplean en la
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medicina popular como antidiarreicos, antifebriles y antisépticos. Aparte del fruto fresco,

se puede consumir en vinagre, vinos, mermeladas, bebidas, jaleas y jarabes'*'"°,

En relacion a la caracterizaciéon de los frutos, tanto maqui y calafate como Vaccinium

corymbosum (Arandano), un fruto no nativo chileno de gran consumo mundial con

propiedades anti-inflamatorias'%'""1"2

, utilizado como control positivo, presentan una
elevada capacidad antioxidante, la cual se ha correlacionado fuertemente con el
contenido total de polifenoles y con la concentracion de un tipo de polifenoles de gran

abundancia en ellos, las antocianinas'''",

Dichos compuestos bioactivos han sido
identificados mediante HPLC-MS en estudios previos en nuestro laboratorio, respecto a

extractos acuosos de los frutos en cuestién'®’ (Tabla 2).

Fragmen:
oy (miz)
Molecular

RT (min) Compound ion (nvs) Magw Calatare Blueberry
3.6 Cyanidin-3.5-diglucoside or cyvanidin-3-soforoside 611.4 449.0 2869 593.1 449.0 2870

42 Delphinidm -3 -sambubioside-S-glucoside 759.5 4AS.0 597.0 M03.0

44 Petumdin-3-0)-galactoside -5 - O-glucoside 641.4 479.0 3171

or petunilin-3-O-glucoside-5-0-glucoside

4.7 Delphinidm-3,5-0O-diglucoside 627.4 405.0 303.0

f.0) Cyanmidm-3-sambubiosde-S-glucosde 743.6 449.0 S81.0 2870

6.2 Delphinidm-3-glucoside or galactoside, 4h8.3 3.0 303.0 3.0
6.3 Delphinidm-3-sambubioside 5074 0

8.0 Delphinidin-3-arabinoside 4354 303.0
8.4 Cyanidin-3-sambubioside 3814 287.0

8.7 Cyanidin-3-glucoside or cyanidin-3-galactoside 493 287.0 287.0

94 Cyanidin-3-nutinoside 595.4 287.0 4490 578.2

9.7 Cyanidin-3-arabincside or cyanidin-3-xiloside 4193 287.0
9.8 Petunidin-3-galactosxle or petunidin-3-glucoside 479.1 AN | 7
1.6 Petunmdin- 3 rutinoside 625.4 17.1 4790
1.1 Petumdin-3-arabmosade 4492 SR |
1.9 Peomdin-3-galactoside or peomdin-3-glucoside 434 010
129 Malvidm-3-galactoside or malvxlin-3-glucosade 493.2 il AR |
13.0 Peomdin-3-arabinosade 4334 0
135 Malvidin-3-rutinoside 639.4 331.1 4930
14.1 Malvidin-3-arabincside 463.3 3311

LC-MS, ligusd chromatography coupled to muss spectrometry: RT, retontica time.

Tabla 2. Antocianinas detectadas en extractos acuosos de maqui, calafate y Arandano mediante HPLC-
MS'”. En extracto de magqui, los principales componentes identificados fueron: delfinidina-3-sambubiosido-5-
glucosido (m/z: 759.5, peak 3, 36.5%), delfinidina-3-galactésido (m/z: 465.3, peak 7, 23.8%) y delfinidina-3,5-
O-diglucosido (m/z: 627.4, peak 4, 18.9%). Para el extracto de calafate, fueron: delfinidina-3-glucésido (m/z:
465.3; peak 3, 36.1%), petunidina y malvidina, conjugadas a 3-glucésido o 3-galactésido (m/z: 479.1, peak 7,
29.9% and m/z: 493.2, peak 10, 15.2%, respectivamente). Y para el extracto de Arandano, fueron: alvidina-3-
glucodsido o conjugado a galactosa (m/z: 493.4, peak 6, 35.4%), malvidina-3-arabinodsido (m/z: 463.3, peak 8,
19.9%).
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Respecto a los potenciales efectos positivos de maqui en la salud, estudios in vitro con
zumo de este fruto dan cuenta de la capacidad de inhibir la oxidacién de la LDL inducida
por cobre, y de proteger contra el estrés oxidativo intracelular de forma dosis-dependiente
en células endoteliales humanas, sugiriendo con ello un potencial anti-aterogénico’". En
la misma direccion, se observéd un efecto anti-inflamatorio de subfracciones de maqui en

"8 y edema de oreja con 13-acetato

ratas y ratones a las cuales se indujo edema de pata
de 12-tetradecanoilforbol'"’, respectivamente. Junto con un efecto antioxidante y
cardioprotector de un extracto metandlico de maqui en ratas sometidas a estrés oxidativo
por isquemia-reperfusion in vivo, que redujo la oxidacion lipidica y la lipoperoxidacion'®.
Complementando tales actividades, se observd un efecto anti-inflamatorio dado por la
disminucion en la produccién de NO (3.7-25.5%), la expresién de iNOS (3.7-25.5%) y
COX-2 (16.6-62.0%) en macréfagos RAW264.7 estimulados con lipopolisacaridos (LPS),
y ademas, inhibicion en la adipogénesis y la acumulacion lipidica en adipocitos 3T3-L1 in
vitro'®. Por otra parte, recientes estudios in vitro con extractos crudos de maqui
presentaron capacidad de inhibir la actividad de las enzimas digestivas alfa-glucosidasa y
alfa-amilasa, responsables de la degradacion de carbohidratos en glucosa, lo cual sugiere
un potencial efecto "modulador" de la glicemia postprandial de este fruto'”®. Ademas, se
ha descrito que la administracion oral de una fraccién enriquecida de antocianinas de
extracto de maqui, mejoro los niveles de glucosa plasmatica en ayuno y la tolerancia a la
glucosa en ratones hiperglicémicos obesos alimentados con una dieta alta en grasas'®.
Asimismo, un extracto de maqui rico en delfinidinas, fue capaz de disminuir los niveles
basales de glucosa y mejorar la tolerancia a la glucosa en ratas con diabetes inducida por
estreptozotocina, junto con disminuir la glucosa postprandial y la insulina en pacientes con
tolerancia a la glucosa alterada, sugiriendo su uso potencial en pacientes pre-diabéticos.
El mecanismo de accién posible, se ha descrito que podria mediarse por inhibicidén del

transporte de glucosa dependiente de sodio (Na+) dado por las delfinidinas'".

Respecto a los potenciales efectos positivos de calafate en la salud, se ha reportado que
un extracto acuoso de este fruto fue capaz de inhibir la produccion de ROS inducida por
cloranfenicol en células sanguineas humanas, lo cual se correlaciond con la viabilidad
celular, mostrando accién antioxidante'?. Recientemente, se ha descrito que extractos
acuosos de maqui y calafate fueron capaces de disminuir marcadores inflamatorios,

correspondientes a la liberacion de NO y a la expresion génica de iNOS y TNF-qa, en
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macrofagos RAW264.7 activados con LPS, con medio condicionado de adipocitos 3T3-L1
y en un co-cultivo de ambos tipos celulares, lo cual muestra una accion antiinflamatoria de

ambos frutos'®”.

En base a lo anteriormente expuesto, el objetivo de la presente Memoria de Titulo es
evaluar la posible inhibicion de la respuesta inflamatoria dada por la interaccién adipocito-
macrofago presente en el desarrollo de obesidad y en el establecimiento de insulino-
resistencia, mediante el tratamiento con extractos de Aristotelia chilensis y Berberis

microphylla, en un modelo celular humano in vitro.
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2,

HIPOTESIS

Extractos de Aristotelia chilensis y Berberis microphylla inhiben la respuesta inflamatoria

in vitro de adipocitos y macrofagos humanos.

3.

OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar los posibles efectos anti-inflamatorios de los extractos de dos frutos

nativos chilenos, maqui y calafate, en adipocitos y macréfagos humanos in vitro.

3.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este trabajo experimental fueron analizar in vitro:

El efecto anti-inflamatorio de los extractos de maqui y calafate sobre macréfagos

humanos activados.

El efecto antilipolitico y adipogénico de los extractos de maqui y calafate sobre

adipocitos humanos activados.

El efecto anti-inflamatorio de los extractos de maqui y calafate sobre adipocitos

humanos activados.

El efecto antioxidante de los extractos de maqui y calafate sobre adipocitos

humanos activados.

El efecto insulino-sensibilizador de los extractos de maqui y calafate sobre

adipocitos humanos con resistencia a insulina inducida por inflamacion.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Extractos de frutos nativos

Se utilizaron extractos acuosos de frutos nativos chilenos, maqui (MA) (Aristotelia
chilensis) y calafate (CA) (Berberis microphylla), y el extracto de un fruto no nativo chileno,
Arandano (AR) (Vaccinium Corymbosum), como control positivo. Todos los frutos se
obtuvieron de la empresa SAAUTCHILE (Valdivia, Chile), se les realizé una extraccion en
metanol:agua (1:1) y fueron concentrados en un rotavapor, evaporando el metanol. Los
extractos fueron caracterizados previamente, obteniéndose la concentracion de
polifenoles totales expresada en mg EAG/ 100g de peso seco (MA: 1906.5 + 73.2;
CA:1344.2 + 10.5; AR: 1229.6 £ 20.9), medida mediante Folin-Ciocalteu; el contenido de
antocianinas expresada en mg EC-3G/ 100g de peso seco (MA: 72.7 £ 0.1; CA:31.5 £ 0.8;
AR: 20.1 £ 1.2), medido mediante método del pH diferencial; y la capacidad antioxidante
total expresada en mmol Fe*¥/ 100 g de peso seco (MA: 38.9 + 1.7; CA:11.7 + 1.8; AR: 5.9
+ 0.1), medida mediante FRAP (poder antioxidante reductor del hierro). También fue
caracterizado el perfil de antocianinas de los tres extractos (Tabla 2), de acuerdo a lo

descrito por Reyes-Farias et al (2014).
4.2. Cultivos celulares
4.2.1. Cultivo de linea celular de macréfagos humanos y tratamientos:

Se utilizdé la linea celular monocitica humana THP-1, obtenida del Departamento de
Inmunologia del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM) de la Universidad de Chile. Los
monocitos fueron cultivados en medio RPMI 1640 (Biological Industries, Beit Haemek,
Israel) suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (FBS) (Biological Industries, Beit
Haemek, Israel) y con antibidticos Penicilina (100 U/ml) y Estreptomicina (100 pg/ml)
(Corning Life Sciences, EEUU). Luego, fueron contados en una camara de Neubauer
mediante microscopia utilizando tincion con solucion de Azul de Tripan (Biological
Industries, Beit Haemek, Israel) hasta obtener una densidad de 1x10° células por pocillo
para diferenciar a macrofagos en placas de 6 pocillos. Los monocitos fueron diferenciados

con 100 nM de forbol-12-miristato-13-acetato (Sigma-Aldrich Chemical Co., San Luis,
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EEUU) a 37° C y 5% v/v de CO; durante 48 horas. Posterior a esto, fueron pretratados
con 100uM [polifenoles totales] de cada extracto durante 2 horas y, finalmente, se trataron
con 5ug/ml de LPS (Sigma-Aldrich Chemical Co., San Luis, EEUU) durante 48 horas,
considerando un control sin extractos ni LPS. La diferenciacién de los monocitos y la
activacion de los macréfagos se basé en protocolos de Harrison et al. y Wang et al.
modificados'?*'#. La efectividad de la diferenciacién se evalué segin la adhesion de los

macrofagos en la placa de cultivo.

Tras este tratamiento, tanto las células para medir expresion génica de citoquinas como el
medio sobrenadante de cultivo para medir liberacion de NO, citoquinas proinflamatorias,
muerte y viabilidad celular, fueron conservados. Las condiciones evaluadas para todos los
casos fueron (n=6): Control, no activada ni pre-tratada con extractos de frutos; LPS,
activada con LPS; MA/LPS, pre-tratada con extracto de maqui y activada con LPS;
CAJ/LPS, pretratada con extracto de Calafate y activada con LPS; AR/LPS, pretratada con

extracto de Arandano y activada con LPS.

4.2.2. Cultivo de linea celular comercial de adipocitos humanos y tratamientos:

Se utilizaron preadipocitos viscerales humanos (Lonza, Nueva Jersey, EEUU) aislados de
tejido adiposo visceral de una donante mujer de 92 afos y de IMC 19. Los preadipocitos
fueron cultivados en medio de crecimiento que corresponde a medio PBM-2
suplementado con 10% v/v de FBS, 2 mM de L-glutamina y 37 ng/ml de GA-1000
SingleQuots™ (LONZA, Walkersville, Maryland, EEUU). Luego, fueron contados en una
camara de Neubauer mediante microscopia utilizando tincion con solucion de Azul de
Tripan (Biological Industries, Beit Haemek, Israel) hasta obtener una densidad de 5x10*
células por pocillo para diferenciar a adipocitos en placas de 48 pocillos, estimulando con
el medio de diferenciacion que corresponde a 500 ml de PBM-2 mas PGM™-2
SingleQuots™ (LONZA, Walkersville, Maryland, EEUU), el cual contiene indometacina, 3-
isobutil-1-methilxanthina, dexametasona y h-insulina, a concentraciones dadas por el

proveedor.

En primer lugar, para realizar el ensayo de adipogénesis se indujo la diferenciacién de los

preadipocitos a adipocitos durante 10 dias, en ausencia y presencia de 100uM
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[polifenoles totales] de cada extracto, considerando un control no diferenciado. Las
condiciones evaluadas en este caso fueron (n=4): Control, no diferenciada ni tratada con
extractos de frutos; DIF, diferenciada; DIF/MA, diferenciada y tratada con extracto de
maqui; DIF/CA, diferenciada y tratada con extracto de Calafate; DIF/AR, diferenciada y

tratada con extracto de Arandano.

En segundo lugar, se diferenciaron preadipocitos durante 9 dias, los cuales fueron pre-
tratados con 100 uM [polifenoles totales] de cada extracto tras este periodo durante 1 hora
y activados con 4 ng/ml de TNF-a (Sigma-Aldrich Chemical Co., San Luis, EEUU) durante
24 horas. Tras este tratamiento, tanto las células para medir expresion génica de
adipoquinas, niveles de glutatién, actividad de enzimas antioxidantes y de Caspasa-3, y
activacion de cascada proinflamatoria, como el medio de cultivo para medir secrecion de
adipoquinas, lipdlisis y viabilidad celular, fueron conservados. Las condiciones evaluadas
en este caso fueron (n=4): Control, no activada ni pre-tratada con extractos de frutos;
TNF-a, activada con TNF-a; MA/TNF-a, pre-tratada con extracto de maqui y activada con
TNF-a; CA/ TNF-q, pre-tratada con extracto de Calafate y activada con TNF-a; AR/ TNF-

a, pre-tratada con extracto de Arandano y activada con TNF-a.

Por ultimo, se diferenciaron los preadipocitos durante 9 dias, se pre-trataron con 100uM
[polifenoles totales] de cada extracto mas 4 ng/ml de TNF-a durante 24 horas por 4 dias y,
al quinto dia, se trataron solo con 100 nM de Insulina (Sigma-Aldrich Chemical Co., San
Luis, EEUU) durante 24 horas para generar un modelo de insulino-resistencia en
adipocitos. Tras este tratamiento, tanto las células para medir fosforilacion de PI3K como
el medio de cultivo para medir viabilidad celular y captacion de glucosa, fueron
conservados. Las condiciones evaluadas en este caso fueron (n=4): Control, no activada
ni tratada con extractos de frutos ni insulina; INS, no activada y tratada con insulina; TNF-
a/INS, activada con TNF-a y tratada con insulina; TNF-a/ MA/INS, activada con TNF-a y
tratada con extracto de maqui e insulina; CA/TNF-a/INS, activada con TNF-a y tratada con
extracto de Calafate e insulina; AR/TNF-a/INS, activada con TNF-a y tratada con extracto

de Arandano e insulina.
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4.3. Expresion génica de citoquinas y adipoquinas

Se obtuvo el RNA total de células segun el método de extraccion del isotiocianato de
guanidinio-fenol-cloroformo'®, usando Trizol (Invitrogen, Paisley, Reino Unido). Se
determind la concentracion del ARN (ng/uL) segun la absorbancia a 260 nm y su pureza,
segun la razon de absorbancias 260nm/280nm mediante espectrofotometria (NanoQuant,
infinite M200PRO, TECAN). Posteriormente, se le realizdé un tratamiento con rDNasa |
para evitar interferencias de ADN contaminante, utilizando el kit “DNA-free™” (Ambion,
Austin, Texas, EEUU), y se sintetiz6 ADNc mediante transcripcion reversa con el kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied biosystems, Carlsbad, California, EEUU),
considerando dos controles negativos, uno sin ARN y otro sin la enzima
retrotranscriptasa. La concentracién de ADNc sintetizada fue de 50ng/uL en el caso del

lisado de macrofagos y de 100ng/pL para el lisado de adipocitos.

El ADNc fue utilizado para medir la expresion génica de citoquinas y adipoquinas
mediante qRT-PCR (Stratagene Mx3000P System, Agilent Technologies). Las reacciones
se realizaron en duplicado segun el protocolo para ensayos de expresion génica
TagMan® de Applied Biosystems, utilizando un mix de reacciéon compuesto de Universal
PCR Master mix (Applied Biosystems, Branchburg, Nueva Jersey, EEUU) al 50%, ADNc
al 20%, Sonda TagMan® (Applied biosystems, Foster City, California, EEUU) (Tabla 3) al
5% y agua libre de nucleasas. Para el analisis de los amplificados se consideraron los
controles negativos de la sintesis de ADNc y un tercer control negativo con agua libre de

RNasas en remplazo del ADNc en el mix de reaccion.

En los macréfagos se cuantifico la expresion génica de TNF-a, IL-6, INOS e IL-10, y en los
adipocitos, MCP-1, IL-6 y Adiponectina. La expresién génica de dichos genes de interés
fue normalizada por la expresion del gen endégeno B-actina y la cuantificacion de la
expresion relativa de cada uno se determiné mediante el método de la segunda derivada
208Ct1%,
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Tabla 3. Sondas TagMan®. Informacién detallada de las sondas TagMan® utilizadas para
realizar qRT-PCR y determinar expresion de genes a partir de lisado celular de macréfagos y

de adipocitos humanos in vitro.

Caédigo de referencia Nombre del gen Simbolo del gen
Hs01113624_g1 factor de necrosis tumoral TNF
Hs01075529 m1 oxido nitrico sintasa 2 inducible NOS2
Hs00985639_m1 interleuquina 6 IL6
Hs00961622_m1 interleuquina 10 IL10
Hs00234140_m1 ligando 2 del motif C-C CCL2
Hs00605917_m1 adiponectina ADIPOQ
Hs01060665_g1 beta-actina ACTB

4.4. Secrecion proteica de citoquinas y adipoquinas

Se determiné la secreciéon de citoquinas (TNF-a e IL-6) y adipoquinas (MCP-1,
adiponectina e IL-6) con el kit MILLIPLEX® MAP Human Adipocyte Magnetic Bead Panel
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Este kit permitio realizar multiples inmunoensayos
donde los analitos de interés y su concentracion (pg/mL) fueron cuantificadas respecto a
su union especifica con microesferas magnéticas coloreadas acopladas a anticuerpos, lo
cual se detecté mediante tecnologia Luminex® xMAP® en el Departamento de Virologia

de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

4.5. Liberaciéon de 6xido nitrico

Se midieron los niveles de nitrito NO,” mediante el ensayo colorimétrico de Griess. Fueron
cargados 200 pL de solucion 1:1 entre medio de cultivo y reactivo de Griess (Sigma-
Aldrich Chemical Co., San Luis, EEUU) al 4% p/v, en una placa de 96 pocillos, dejando
incubar durante 15 minutos en oscuridad para leer a 540 nm mediante espectrofotometria
(NanoQuant, infinite M200PRO, TECAN).
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4.6. Viabilidad celular

Se determind la viabilidad celular como una medida inversamente proporcional a la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), marcador de citotoxicidad. Los
niveles de LDH fueron determinados mediante el kit de ensayo colorimétrico “LDH
Cytotoxicity Assay kit” (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, EEUU) por
espectrofotometria (NanoQuant, infinite M200PRO, TECAN) o mediante examenes

encargados al laboratorio RedLab S.A. (Santiago, Chile).

4.7. Muerte celular

Se determind la muerte celular con el kit de ensayo de fluorescencia “Caspase-3
fluorescence assay kit” modificado (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan,

EEUU), mediante fluorimetria (SynergyHT, BioTec).

4.8. Adipogénesis

Se determinaron los cambios en la adipogénesis mediante tincion con Oil-Red-O (ORO)
(Sigma-Aldrich Chemical Co., San Luis, EEUU), siguiendo el protocolo realizado por
Omatsu-Kanbe et al. con modificaciones'?’, leyéndose las absorbancias a 540 nm
mediante espectrofotometria (NanoQuant, infinite M200PRO, TECAN), utilizando

isopropanol como blanco.
49. Lipdlisis
Se cuantificé la lipdlisis respecto la liberacion de glicerol en el medio de cultivo, mediante

un kit de ensayo colorimétrico de glicerol (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, Reino
Unido) por espectrofotometria (NanoQuant, infinite M200PRO, TECAN).
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4.10. Marcadores fosforilados de cascadas de sefalizacién proinflamatoria y de

senalizacion de la insulina.

Se evalud la activacion de cascadas de sefalizacidon proinflamatoria, cuantificando el
porcentaje de fosforilacion de las MAP quinasas JNK (Thr'®/Tyr'®®) y p38 MAPK
(Thr'®%Tyr'®), junto con el porcentaje de fosforilacién de la subunidad p65 (Ser’*) del
factor transcripcional NF-kB. Y por otro lado, se evalud la activacion de la sefalizacion de
la insulina via PI3K cuantificando el porcentaje de fosforilacion de PI3K. En ambos casos
se consideré a (-actina como control enddgeno. Las detecciones se realizaron con
anticuerpos de reconocimiento especifico de los analitos en estudio (Tabla 4) y se utilizé
“Bio-Plex Pro™ Cell Signalling Reagent Kit” (Bio-Rad Laboratories Inc., California, EEUU).
Los inmunoensayos fueron medidos con tecnologia Luminex® xMAP® en el

Departamento de Virologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Tabla 4. Anticuerpos de deteccion de marcadores fosforilados de vias de senalizacion
proinflamatoria y de senalizacion de la insulina. Informacion detallada de los anticuerpos de
deteccion de B-actina, JNK (Thr'®/Tyr'®®), p38 MAPK (Thr'®%/Tyr'®?), p65 NFkB (Ser®®) y p85

PI3K (Tyr*®®).

Cédigo de referencia Anticuerpos de deteccion
171-V60020M Bio-Plex Pro™ Total B-Actin
171-V50011M Bio-Plex Pro™ Phospho-JNK (Thr'®/Tyr'®)
171-V50014M Bio-Plex Pro™ Phospho-p38 MAPK (Thr'®/Tyr'®)
171-V50013M Bio-Plex Pro™ Phospho-NF-kB p65 (Ser’*)
171-V50011M Bio-Plex Pro™ Phospho-PI3K p85 (Tyr*®)

4.11. Glutatién reducido (GSH), oxidado (GSSG) y razén GSSG/GSH.

Las células fueron ftripsinizadas y resuspendidas en acido sulosalicilico al 5%, luego
fueron centrifugadas. Una alicuota del sobrenadante se utilizé6 para determinar los niveles

h'? el cual se basa en el

de glutation total (GT) segun el método cinético de Griffit
reciclaje enzimatico donde el glutation es oxidado por el acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico
y reducido por el NADPH en presencia de glutation reductasa (GRd). Junto con esto, se

utilizé otra alicuota del sobrenadante para determinar los niveles de GSSG segun el

21



2% en el cual se tratan las

método de Griffith combinado con el método de Suzuki
muestras con 4-vinilpiridina para dejar como Unico sustrato del ensayo al GSSG. En
ambos casos, se realizan lecturas a 6 tiempos a 412 nm, cuantificando la formacioén de
acido 2-nitro-5-tiobenzoico. El GSH fue calculado segun la diferencia entre GT y GSSG. El
NADPH utilizado es de Calbiochem (Billerica, Massachusetts, EEUU) y el resto de los
reactivos utilizados son de Sigma-Aldrich Chemical Co. (San Luis, EEUU). Los resultados
de GSH y GSSG se expresan en porcentajes, y ademas, se expresan como la razén

GSSG/GSH, la cual es un indicador de estrés oxidativo.

4.12. Enzimas antioxidantes

Se midi6 la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT segun los Kits
colorimétricos “Superoxide Dismutase Assay kit” y “Catalase Assay kit” (Cayman
Chemical Company, Michigan, EEUU), mediante espectrofotometria (NanoQuant, infinite
M200PRO, TECAN), respectivamente.

4.13. Captacion de glucosa

Se realizaron examenes de glicemia en RedLab S.A. y se determiné la captacion de
glucosa segun el diferencial de la concentracion inicial versus la concentracion final de

glucosa en el medio de cultivo recolectado.

4.14. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio + DE de cada tratamiento y las letras en
cada barra indican las diferencias significativas entre tratamientos, considerando un n=6
para los experimentos con macrofagos y un n=4 para los experimentos con adipocitos. Se
determind la normalidad del conjunto de datos mediante el analisis de Shapiro—Wilk. La
significancia estadistica de los datos paramétricos entre tratamientos se realizé mediante
analisis de la varianza (one-way ANOVA) seguido de un analisis post-hoc de Tukey o de
Student-Newman-Keuls. Por otra parte, el anadlisis estadistico comparativo entre
tratamientos con datos no paramétricos fue evaluado mediante analisis de Kruskal-Wallis

seguido de un andlisis post-hoc de Dunn. Ademas, las comparaciones entre 2
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tratamientos, fueron realizadas mediante un analisis t-Student. Todos los analisis de datos
se realizaron usando el programa estadistico GraphPadPrism Inc. version 6.0 para
Windows (GraphPad Software Incorporated, San Diego, CA, EEUU).
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5. RESULTADOS

En esta memoria se evaluaron los posibles efectos anti-inflamatorios de los extractos de
magqui y calafate sobre adipocitos y macréfagos humanos in vitro, con el fin de determinar
su posible uso como una nueva estrategia terapéutica que permita inhibir el estado
inflamatorio asociado a obesidad, y asi, sus comorbilidades. Por un lado, se trabajé con
un modelo de inflamacion en macréfagos humanos para determinar el efecto anti-
inflamatorio de los extractos. Por otro lado, se trabajé con un modelo de diferenciacion en
adipocitos humanos para determinar el efecto adipogénico de los extractos, un modelo de
inflamacién de adipocitos humanos para determinar el efecto antilipolitico, anti-
inflamatorio y antioxidante de los extractos, y con un modelo de insulino-resistencia por
inflamacién en adipocitos humanos para determinar el efecto insulino-sensibilizador de los

extractos.

5.1. Efecto anti-inflamatorio de los extractos de maqui y calafate sobre

macréfagos humanos activados con LPS in vitro.
5.1.1. Efecto sobre la liberacién de Oxido Nitrico.
Se instaur6 el modelo de activacion, pues hay un aumento significativo en la liberacion de

NO al medio de cultivo en la condicién activada con LPS respecto a la condicion control

no activada (Figura 3).

o Figura 3. Activacion de macréfagos THP-1.
-§ o Niveles de Oxido Nitrico liberado al medio de cultivo
Z 9 6 a por macrofagos THP-1, en condicién control y en
) '2 I condicion activada con LPS. Los resultados
\g '; 4- corresponden al promedio + DE de cada tratamiento
g :&_: y las letras sobre las barras indican las diferencias
@ Z 2 significativas entre ellos. Los datos fueron
o = analizados mediante la prueba t de Student de dos
Z = colas. Las condiciones evaluadas fueron (n=6):
o T Control, no activada; LPS, activada con LPS.
Control LPS

Al comparar el porcentaje de liberacion de NO corregido por la viabilidad celular bajo cada

condicion, no hubo diferencias significativas bajo los pre-tratamientos de CA o AR
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respecto a la condicién activada, lo cual si se observo al pre-tratar con MA (Figura 4). Es
decir, MA fue capaz de contrarrestar la liberacion de NO inducida por LPS, presentando

un nivel sin diferencia significativa respecto a la condicién control.

Figura 4. Liberacion de NO en macréfagos THP-1.

250~ Porcentaje de liberacion de NO al medio de cultivo
< c corregido por la viabilidad celular de los macréfagos en
Fo) 2004 bc be cada condicién evaluada. Los resultados corresponden al
z 3 ab promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre las
S @ 1501 barras indican las diferencias significativas al menos
5 O o <0.05 entre ellos. Los datos f lizados mediant
83T 100 p<0.05 entre ellos. Los datos fueron analizados mediante
3 S el andlisis de la varianza (ANOVA) con el test post-hoc de
Qo .= . .
I3 g Tukey. Las condiciones evaluadas fueron (n=6): Control,
§ no activada ni pretratada con extractos de frutos; LPS,
0 activada con LPS; MA/LPS, pretratada con extracto de

c 't | LPS MA CA AR maqui y activada con LPS; CA/LPS, pretratada con
onmre LPS LPS LPS extracto de calafate y activada con LPS; AR/LPS,
pretratada con extracto de arandano y activada con LPS.

5.1.2. Efecto sobre la viabilidad y muerte celular.

Se observé una disminucién en el porcentaje de viabilidad celular al activar con LPS
respecto a la condicidon control no activada. Y al realizar pre-tratamientos con los tres tipos
de extractos, la viabilidad celular aumenté de forma significativa respecto a la condicion
activada (Figura 5A). Es decir, tanto MA como CA contrarrestaron la pérdida de viabilidad
celular inducida por LPS, y en el caso de MA, permiti6 mantener la viabilidad al mismo

nivel que la condicién control.

Ademas, se observd un aumento de la muerte celular al activar con LPS respecto a la
condicion control no activada. Al realizar pre-tratamientos con los tres extractos la
actividad de Caspasa-3 disminuyé de forma significativa respecto a la condicién activada
(Figura 5B). Es decir, tanto MA como CA contrarrestaron la muerte celular inducida por
LPS.

Al realizar un analisis de asociacién bivariada entre el porcentaje de viabilidad celular
versus el porcentaje de actividad de Caspasa-3, indica una correlacion lineal negativa (r=-
0,6519**; p<0,001). Se observa mayor apoptosis en la condicion activada con LPS
respecto a la condicion control, y ademas, los tres extractos contrarrestaron la apoptosis
inducida por LPS (Figura 5C).
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Figura 5. Viabilidad celular y Muerte celular de macréfagos THP-1 inducida por LPS. (A)
Porcentaje de Viabilidad celular medida mediante ensayo colorimétrico. (B) Porcentaje de actividad
de Caspasa-3 medida mediante ensayo fluorimétrico. (C) Relacion lineal entre viabilidad celular y
muerte celular. Los resultados corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre
las barras indican las diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos de viabilidad
celular fueron analizados mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con el test post-hoc de
Student—Newman—Keuls; los datos de muerte celular, por ANOVA con la prueba post-hoc de Tukey;
y los datos de viabilidad celular y muerte celular fueron relacionados segun el analisis del coeficiente
de correlacion de Pearson. Las condiciones evaluadas fueron (n=6): Control, no activada ni
pretratada con extractos de frutos; LPS, activada con LPS; MA/LPS, pretratada con extracto de maqui
y activada con LPS; CA/LPS, pretratada con extracto de calafate y activada con LPS; AR/LPS,
pretratada con extracto de arandano y activada con LPS.

5.1.3. Efecto sobre la expresion génica y la secreciéon proteica de marcadores

de inflamacion.

No se observo variacion en la expresion génica de TNF-a al comparar la condicion control

respecto a la condicidon activada con LPS, y al realizar los pre-tratamientos con los
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extractos no hubo cambios significativos a nivel de transcrito respecto a la condicién
activada (Figuras 6A). La secrecion de TNF-a disminuyé al comparar la condicion control
respecto a la condicion activada, y no se observaron diferencias significativas al pre-tratar

con los extractos, respecto a la condicién activada (Figuras 6B).
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Figura 6. Expresion génica y secrecion TNF-a en macréfagos. (A) Expresion génica de TNF-a
normalizada por la expresion del gen enddgeno B-Actina. (B) Secrecion de TNF-a al medio de cultivo
(pg/ml). Los resultados corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre las barras
indican las diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos de expresion génica fueron
analizados mediante el analisis de Kruskal-Wallis con el test post-hoc de Dunn, y los datos de
secrecion, mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con la prueba post-hoc de Tukey. Las
condiciones evaluadas fueron (n=6): Control, no activada ni pretratada con extractos de frutos; LPS,
activada con LPS; MA/LPS, pretratada con extracto de maqui y activada con LPS; CA/LPS, pretratada

con extracto de calafate y activada con LPS; AR/LPS, pretratada con extracto de arandano y activada
con LPS.

No hubo cambios a nivel de expresion génica de IL-6 entre las distintas condiciones de
tratamiento (Figuras 7A). Sin embargo, se observé un aumento significativo en la
secrecion proteica de esta citoquina pro-inflamatoria, al comparar la condiciéon activada
con LPS respecto a la condicion control. Al realizar los pre-tratamientos, con MA no se
detect6 una variacion significativa en la secrecion de IL-6, como si ocurrié con CA y AR,
donde se observé una disminucion respecto a la condicién activada (Figuras 7B). Es
decir, CA contrarresté la secrecion de IL-6 inducida por LPS, presentando niveles que no

difieren significativamente de la condicién control.
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Figura 7. Expresion génica y secrecion de IL-6 en macréfagos. (A) Expresion génica de IL-6
normalizada por la expresion del gen enddgeno B-Actina. (B) Secrecion de IL-6 al medio de cultivo
(pg/ml). Los resultados corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre las
barras indican las diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos fueron analizados
mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con la prueba post-hoc de Tukey. Las condiciones
evaluadas fueron (n=6): Control, no activada ni pretratada con extractos de frutos; LPS, activada con
LPS; MA/LPS, pretratada con extracto de maqui y activada con LPS; CA/LPS, pretratada con extracto
de calafate y activada con LPS; AR/LPS, pretratada con extracto de arandano y activada con LPS.

Se detecta una disminucion significativa en la expresion génica de iNOS al comparar la
condicion activada con LPS, respecto a la condicién control. Al pre-tratar con los

extractos, no hubo diferencias significativas respecto a la condicién activada (Figura 8).

Figura 8. Expresion génica de iNOS en macréfagos.

” 1.59 Expresién génica de iINOS normalizada por la
o @" b expresion del gen enddgeno B-Actina. Los resultados
Z = T corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y
_gg 1.0 las letras sobre las barras indican las diferencias
@g significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos
c 9 ab fueron analizados mediante el analisis de Kruskal-
?g T 0.5 ab Wallis con el test post-hoc de Dunn. Las condiciones
2 'g a evaluadas fueron (n=6): Control, no activada ni
u% 3 a pretratada con extractos de frutos; LPS, activada con
0.0l LPS; MA/LPS, pretratada con extracto de maqui y
Control LPS MA CA AR activada con LPS; CA/LPS, pretratada con extracto de

LPS LPS LPS calafate y activada con LPS; AR/LPS, pretratada con
extracto de arandano y activada con LPS.

El nivel de expresion génica de IL-10 aumenté de forma significativa en la condicion
activada con LPS respecto a la condicion control. Y al pre-tratar con MA y AR se observo
una disminucion respecto a la condicion activada, no asi con CA, el cual no indujo

cambios significativos en el nivel de transcrito de esta citoquina (Figura 9).
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Figura 9. Expresion g¢génica de IL-10 en
macroéfagos. Expresiéon génica de IL-10 normalizada
por la expresion del gen enddgeno B-Actina. Los
resultados corresponden al promedio + DE de cada
tratamiento y las letras sobre las barras indican las
diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos.
Los datos de expresion génica fueron analizados
mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con el
test post-hoc de Student-Newman—Keuls. Las
condiciones evaluadas fueron (n=6): Control, no
activada ni pretratada con extractos de frutos; LPS,
activada con LPS; MA/LPS, pretratada con extracto
de maqui y activada con LPS; CA/LPS, pretratada con
extracto de calafate y activada con LPS; AR/LPS,
pretratada con extracto de arandano y activada con
LPS.

5.2. Efecto antilipolitico y adipogénico de los extractos de maqui y calafate sobre

adipocitos humanos activados con TNF-a in vitro.

5.2.1.

Efecto sobre la adipogénesis.

Al comparar el porcentaje de triglicéridos en preadipocitos tratados y no tratados (Control)

con el medio de diferenciacion PGM™-2 SingleQuots™, se observd un aumento

significativo en aquellos que recibieron el tratamiento, lo cual se traduce en que se

consiguid inducir su diferenciacion a adipocitos (Figura 10A). Y al tratar con los extractos

no hubo cambios significativos en el porcentaje de triglicéridos (Figura 10B).
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Figura 10. Diferenciacion de preadipocitos a adipocitos. (A) Porcentaje de triglicéridos tefiidos con
ORO, en condicién control sin diferenciar y en condicion diferenciada a adipocitos. (B) Porcentaje de
triglicéridos tefiidos con ORO en ausencia y presencia de extractos de frutos nativos. Los resultados
corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre las barras indican las diferencias
significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos entre la condicidn control y la condicién
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diferenciada, fueron analizados mediante la prueba t de Student de dos colas, y los datos de
diferenciacidon en presencia y ausencia de extractos de frutos mediante el andlisis de la varianza
(ANOVA) con el test post-hoc de Tukey. Las condiciones evaluadas fueron (n=4): Control, no
diferenciada ni tratada con extractos de frutos; DIF, diferenciada; DIF/MA, diferenciada y tratada con
extracto de maqui; DIF/CA, diferenciada y tratada con extracto de calafate; DIF/AR, diferenciada y
tratada con extracto de arandano.

5.2.2. Efecto sobre la lipdlisis.

No hubo variacién significativa en la liberacion de glicerol al comparar la condicion
activada con TNF-a respecto a la condicion control. En presencia de los extractos no se
detectaron cambios respecto a la condicion activada, sin embargo, al pre-tratar con CA se
observo una disminucion de la liberacion de glicerol respecto al control, lo que sugiere un

efecto antilipolitico (Figura 11).

Figura 11. Lipdlisis inducida por TNF-a. Nivel de lipdlisis
1501

b segun la concentracion de glicerol (umol/L) liberada al

-I- ab ab ab medio de cultivo. Los resultados corresponden al promedio

+ DE de cada tratamiento y las letras sobre las barras

100 2 indican las diferencias significativas al menos p<0.05 entre

ellos. Los datos fueron analizados mediante el analisis de
la varianza (ANOVA) con el test post-hoc de Tukey. Las
50 condiciones evaluadas fueron (n=4): Control, no activada ni
pretratada con extractos de frutos; TNF-a, activada con
TNF-a; MA/TNF-a, pretratada con extracto de maqui y
0 r activada con TNF-a; CA/TNF-qa, pretratada con extracto de

Control TNF-a. MA CA AR calafate y activada con TNF-a; AR/TNF-a, pretratada con
TNF-o. TNF-a TNF-o  extracto de arandano y activada con TNF-a.

Glicerol (umol/L)

5.3. Efecto anti-inflamatorio de los extractos de maqui y calafate sobre adipocitos

humanos activados con TNF-a in vitro.

5.3.1. Efecto sobre la viabilidad y muerte celular.

No se detectaron cambios significativos en la viabilidad celular de los adipocitos al
comparar la condiciéon activada con TNF-a versus la condicién control no activada, o

versus las condiciones bajo pre-tratamiento con los extractos (Figura 12A).

Se observé un aumento en la actividad de Caspasa-3 inducido por estimulo con TNF-a

respecto a la condiciéon control no activada, lo cual fue contrarrestado al realizar pre-
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tratamiento con los tres extractos, expresando niveles que no difieren significativamente

respecto a la condicion control (Figura 12B).
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Figura 12. Viabilidad celular y muerte celular de adipocitos inducida por TNF-a. (A) Porcentaje
de Viabilidad celular medida mediante ensayo colorimétrico. (B) Porcentaje de actividad de Caspasa-3
medida mediante ensayo fluorimétrico. Los resultados corresponden al promedio + DE de cada
tratamiento y las letras sobre las barras indican las diferencias significativas al menos p<0.05 entre
ellos. Los datos de viabilidad celular fueron analizados mediante el analisis de la varianza (ANOVA)
con el test post-hoc de Tukey, y los datos de muerte celular, mediante el andlisis de la varianza
(ANOVA) con el test post-hoc de Student—-Newman—Keuls. Las condiciones evaluadas fueron (n=4):
Control, no activada ni pretratada con extractos de frutos; TNF-a, activada con TNF-a; MA/TNF-q,
pretratada con extracto de maqui y activada con TNF-a; CA/TNF-aq, pretratada con extracto de calafate
y activada con TNF-a; AR/TNF-q, pretratada con extracto de arandano y activada con TNF-a.

5.3.2. Efecto sobre la expresion génica y la secreciéon proteica de marcadores

de inflamacion.

Los adipocitos activados con TNF-a mostraron un aumento en la expresion génica y en la
secrecion proteica de MCP-1, al comparar versus la condiciéon control no activada. Y al
realizar los pre-tratamientos con los extractos, MA y CA no presentaron variacion
significativa en los niveles de transcrito respecto a la condicién activada, no asi AR, el
cual los disminuyé de forma significativa (Figura 13A). Respecto a la secrecién de MCP-
1, ésta disminuy6 al pre-tratar con CA y AR, y en presencia de MA no mostré cambios
significativos respecto a la condicién activada (Figura 13B). Es decir, CA contrarresto el

aumento de la secreciéon de MCP-1 inducida por TNF-a.
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Figura 13. Expresion génica y secrecion de MCP-1 en adipocitos. (A) Expresion génica de MCP-1
normalizada por la expresién del gen enddgeno B-Actina. (B) Secrecion de MCP-1 al medio de cultivo
(pg/ml). Los resultados corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre las
barras indican las diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos de expresion génica
fueron analizados mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con el test post-hoc de Tukey, y los
datos de secrecién, mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con la prueba post-hoc de Student-
Newman-Keuls. Las condiciones evaluadas fueron (n=4): Control, no activada ni pretratada con
extractos de frutos; TNF-a, activada con TNF-a; MA/TNF-a, pretratada con extracto de maqui y
activada con TNF-a; CA/TNF-a, pretratada con extracto de calafate y activada con TNF-a; AR/TNF-q,
pretratada con extracto de arandano y activada con TNF-a.

Los adipocitos activados con TNF-a presentaron un aumento significativo en la expresion
génica y secrecion de IL-6, respecto a la condicion control. Y al pre-tratar con los
extractos, no se observaron cambios significativos a nivel de transcrito respecto a la
condicion activada (Figura 14A). Por otro lado, los tres extractos disminuyeron la
secrecion de IL-6 al comparar con la condicién activada (Figura 14B). Es decir, MA 'y CA

contrarrestaron el aumento de la secrecion de IL-6 inducida por TNF-a.
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Figura 14. Expresiéon génica y secrecion de IL-6 en adipocitos. (A) Expresion génica de IL-6
normalizada por la expresion del gen enddgeno (-Actina. (B) Secrecion de IL-6 al medio de cultivo
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(pg/ml). Los resultados corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre las barras
indican las diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos de expresion génica fueron
analizados mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con el test post-hoc de Student-Newman-Keuls, y
los datos de secrecion, mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con la prueba post-hoc de Tukey. Las
condiciones evaluadas fueron (n=4): Control, no activada ni pretratada con extractos de frutos; TNF-a,
activada con TNF-a; MA/TNF-a, pretratada con extracto de maqui y activada con TNF-a; CA/TNF-a,
pretratada con extracto de calafate y activada con TNF-a; AR/TNF-q, pretratada con extracto de arandano
y activada con TNF-a.

No se detectaron cambios significativos en la expresién génica y secrecion proteica de
Adiponectina al comparar la condicion activada versus la condicion control no activada, o
versus las condiciones bajo pre-tratamiento con los extractos (Figuras 15A-B).
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Figura 15. Expresion génica y secrecion de Adiponectina en adipocitos. (A) Expresién génica de
ADPN normalizada por la expresion del gen endogeno B-Actina. (B) Secrecion de ADPN al medio de
cultivo (pg/ml). Los resultados corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre las
barras indican las diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos fueron analizados
mediante el analisis de la varianza (ANOVA) con el test post-hoc de Tukey. Las condiciones evaluadas
fueron (n=4): Control, no activada ni pretratada con extractos de frutos; TNF-a, activada con TNF-q;
MA/TNF-a, pretratada con extracto de maqui y activada con TNF-a; CA/TNF-qa, pretratada con extracto de
calafate y activada con TNF-a; AR/TNF-a, pretratada con extracto de arandano y activada con TNF-a.

5.3.3. Efecto sobre marcadores fosforilados de cascadas de senalizacion

proinflamatoria.

Los adipocitos activados con TNF-a no presentaron cambios significativos en el
porcentaje de p-JNK, p-p38 y p-p65 en comparacién con la condicion control. Al pre-tratar
con MA o CA no se observaron cambios en los niveles de p-JNK, respecto a la condicion
activada, sin embargo, en presencia de AR hubo un aumento significativo (Figura 16A).
En el caso de p-38 MAPK, no presentd variaciones significativas al pre-tratar con los

extractos versus la condicion activada (Figura 16B). Y por ultimo, el porcentaje de la
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subunidad p65 de NF-kB fosforilada no mostré cambios significativos al pre-tratar con MA
versus la condicidén activada, pero si se observdo un aumento bajo el pre-tratamiento de

CA y AR versus dicha condicién (Figura 16C).
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Figura 16. Marcadores fosforilados de cascadas de senalizacion proinflamatoria en adipocitos.
(A) Porcentaje de fosforilacion de JNK (Thr183/Tyr1852 normalizada por los niveles de B-Actina. (B)
Porcentaje de fosforilacion de p38 MAPK (Thr18°/T%/r1 2) normalizada por los niveles de B-Actina. (C)
Porcentaje de fosforilacion de p65 NF-kB (Ser56) normalizada por los niveles de (-Actina. Los
resultados corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre las barras indican las
diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos fueron analizados mediante el analisis
de la varianza (ANOVA) con el test post-hoc de Tukey. Las condiciones evaluadas fueron (n=4):
Control, no activada ni pretratada con extractos de frutos; TNF-a, activada con TNF-a; MA/TNF-q,
pretratada con extracto de maqui y activada con TNF-a; CA/TNF-qa, pretratada con extracto de calafate
y activada con TNF-a; AR/TNF-q, pretratada con extracto de arandano y activada con TNF-a.

5.4. Efecto antioxidante de los extractos de maqui y calafate sobre adipocitos

humanos activados con TNF-a in vitro.

5.4.1. Efecto sobre el glutation oxidado, glutation reducido y la razén glutation

oxidado/glutation reducido.
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Se observé un aumento significativo en los niveles de GSSG en la condicion activada
respecto al control, y al pre-tratar con los extractos no hubo cambios significativos
respecto a la condicién activada (Figura 17A). Los niveles de GSH no muestran
variaciones significativas entre la condiciéon activada y el control, y en presencia de los
extractos, no se observan cambios versus la condicion activada, pero si un aumento
versus el control (Figura 17B). Ademas, la razén GSSG/GSH disminuye en la condicién

con TNF-a y con los extractos respecto al control (Figura 17C).
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Figura 17. Nivel de glutation oxidado y reducido, y la razén entre glutation oxidado/reducido en
adipocitos. (A) Nivel de glutation oxidado (GSSG) (%), (B) Nivel de glutation reducido (%) y (C) Razoén
GSSG(%)/GSH(%) indicadora de estrés oxidativo. Los resultados corresponden al promedio + DE de
cada tratamiento y las letras sobre las barras indican las diferencias significativas al menos p<0.05
entre ellos. Los datos de viabilidad celular fueron analizados mediante el analisis de la varianza
(ANOVA) con el test post-hoc de Tukey. Las condiciones evaluadas fueron (n=4): Control, no activada
ni pretratada con extractos de frutos; TNF-a, activada con TNF-a; MA/TNF-a, pretratada con extracto de
magqui y activada con TNF-a; CA/TNF-a, pretratada con extracto de calafate y activada con TNF-q;
AR/TNF-q, pretratada con extracto de arandano y activada con TNF-a.
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5.4.2. Efecto sobre la actividad de enzimas antioxidantes.

No se observé diferencia significativa en la actividad de la enzima SOD al estimular con
TNF-a versus el control, asimismo, no hubo variaciones al pre-tratar con los extractos en
comparacion a la condicion activada. Sin embargo, al pre-tratar con MA hay un aumento
en la actividad de SOD versus el control, lo cual se traduce en un efecto antioxidante
(Figura 18A). Por otra parte, la actividad de la enzima CAT no presentd variaciones al
comparar la condicién activada con el control, pero si con los extractos, presentando

disminucion de forma significativa respecto a la condicién activada y control (Figura 18B).
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Figura 18. Actividad de enzimas antioxidantes en adipocitos. (A) Actividad de la enzima
superoxido dismutasa (U/ml). (B) Actividad de la enzima catalasa (nmol/min/ml). Los resultados
corresponden al promedio + DE de cada tratamiento y las letras sobre las barras indican las
diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos. Los datos fueron analizados mediante el
analisis de la varianza (ANOVA) con el test post-hoc de Tukey. Las condiciones evaluadas fueron
(n=4): Control, no activada ni pretratada con extractos de frutos; TNF-a, activada con TNF-q;
MA/TNF-a, pretratada con extracto de maqui y activada con TNF-a; CA/TNF-a, pretratada con

extracto de calafate y activada con TNF-a; AR/TNF-a, pretratada con extracto de arandano y
activada con TNF-a.

5.5. Efecto insulinosensibilizador de los extractos de maqui y calafate sobre

adipocitos humanos resistentes a insulina inducidos por inflamacién in vitro.
5.5.1. Efecto sobre la captacién de glucosa.
No se observaron cambios significativos en la captacién de glucosa al comparar la

condicion con TNF-a e INS, respecto a la condicion con INS o respecto a la condicion con

tratamiento de CA, ni al pre-tratar con los extractos versus dichas condiciones. La Unica
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variacion significativa observada en la captacién fue un aumento al tratar con MA respecto

al pre-tratamiento con AR (Figura 19).

Figura 19. Captacion de glucosa en adipocitos

807 op con insulino-resistencia inducida por inflamacién.
T Niveles de glucosa captada por los adipocitos
60- (mg/dL). Los resultados corresponden al promedio *

DE de cada tratamiento y las letras sobre las barras
indican las diferencias significativas al menos p<0.05

Captacion de Glucosa
(mg/dL)

40 ab entre ellos. Los datos fueron analizados mediante el
andlisis de Kruskal-Wallis con el test post-hoc de

204 Dunn. Las condiciones evaluadas fueron (n=4):
Control, no activada ni tratada con extractos de frutos

ni insulina; INS, no activada y tratada con insulina;

0 U T TNF-a/INS, activada con TNF-a y tratada con
INS . + + + + + insulina; TNF-a/ MAJ/INS, activada con TNF-a y
TNF-a - - + + + + tratada con extracto de maqui e insulina; CA/TNF-
MA - - - + - - a/INS, activada con TNF-a y tratada con extracto de

(2
>
+

- calafate e insulina; AR/TNF-a/INS, activada con TNF-
AR - - - - + a y tratada con extracto de Arandano e insulina.

5.5.2. Efecto sobre la viabilidad celular.

No se detectaron cambios significativos en el porcentaje de viabilidad celular al comparar

las diferentes condiciones (Figura 20).

Figura 20. Viabilidad celular de adipocitos con
1501 insulino-resistencia inducida por inflamacién. Los
resultados corresponden al promedio + DE de cada
tratamiento y las letras sobre las barras indican las
diferencias significativas al menos p<0.05 entre ellos.
Los datos fueron analizados mediante el analisis de
la varianza (ANOVA) con el test post-hoc de Tukey.
Las condiciones evaluadas fueron (n=4): Control, no
activada ni tratada con extractos de frutos ni insulina;
INS, no activada y tratada con insulina; TNF-a/INS,
activada con TNF-a y tratada con insulina; TNF-a/
MAV/INS, activada con TNF-a y tratada con extracto
+ de maqui e insulina; CA/TNF-a/INS, activada con
+ TNF-a y tratada con extracto de calafate e insulina;
- - AR/TNF-a/INS, activada con TNF-a y tratada con
- extracto de Arandano e insulina.
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5.5.3. Efecto sobre un marcador fosforilado de la cascada de senalizacion de la

insulina.

No se observaron cambios significativos sobre el porcentaje de p-PI3K en la condicion
con TNFa e INS, respecto a la condicion con INS. Los tratamientos con los extractos no
provocaron variaciones significativas en el porcentaje de p-PI3K, en comparacién a la
condicion con TNFa e INS, sin embargo, en presencia de MA se detecté un aumento de
este mediador de la sefializacion de la insulina al comparar con las condiciones con y sin
INS (Figura 21).

Figura 21. Fosforilacion de PI3K en adipocitos con

,?1500' insulino-resistencia inducida por inflamacién.
0w S Porcentaje de fosforilacion de PI3K normalizada por
5] . .

[-% 5 los niveles de B-Actina. Los resultados corresponden
o ; X

S <1000- al promedio + DE de cada tratamiento y las letras
c @ sobre las barras indican las diferencias significativas
O ~

o8 al menos p<0.05 entre ellos. Los datos fueron
% s 5004 analizados mediante el analisis de Kruskal-Wallis con
S el test post-hoc de Dunn. Las condiciones evaluadas
0w - . .

O x fueron (n=4): Control, no activada ni tratada con

E extractos de frutos ni insulina; INS, no activada y

0- tratada con insulina; TNF-a/INS, activada con TNF-a
INS - + + + + + y tratada con insulina; TNF-a/ MA/INS, activada con
TNF-o. - = + + + + TNF-a y tratada con extracto de maqui e insulina;
MA - - - + - - CA/TNF-a/INS, activada con TNF-a y tratada con

O
>
+

extracto de calafate e insulina; AR/TNF-a/INS,
AR ) + activada con TNF-a y tratada con extracto de
Arandano e insulina.
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6. DISCUSION

Los resultados obtenidos en base a los ensayos realizados en el modelo de inflamacion
en macréfagos humanos in vitro y en los modelos de diferenciacion, inflamacion e
insulino-resistencia por inflamaciéon crénica en adipocitos humanos in vitro, fueron
discutidos para determinar si los extractos presentaron efectos anti-inflamatorios,
antioxidantes, adipogénicos, antilipoliticos e insulino-sensibilizadores, y en base a ello,
determinar si son candidatos para la generacion de estrategias terapéuticas que permitan

contrarrestar el estado inflamatorio asociado a obesidad y sus comorbilidades.

6.1. Efecto anti-inflamatorio de los extractos de maqui y calafate sobre

macroéfagos humanos activados con LPS in vitro.

Los macréfagos son capaces de adquirir distintos fenotipos de polarizacion con un
determinado patrén de expresidn de citoquinas, marcadores de superficie y enzimas
metabdlicas, dependiendo del estimulo ambiental que los active®. Se ha observado que
el tejido adiposo sano contiene macréfagos de tipo M2, por lo que secreta citoquinas anti-
inflamatorias, tales como IL-10%%. Por otro lado, se ha descrito que al aumentar la
acumulacién lipidica®, hecho que ocurre en tejidos adiposos inflamados de obesos, los
macrofagos cambian su polarizacion desde el tipo M2 hacia un tipo M1, secretando
citoquinas pro-inflamatorias, tales como TNF-a e IL-6, y produciendo ROS, como por
ejemplo, NO mediante la activacion de INOS*. Asimismo, se ha reportado que existe una
relacion entre los procesos de activacion de los macrofagos y la modulacién de los
procesos apoptoéticos. La activacién de la iNOS, y asi, la liberacion de NO ha sido

correlacionada con la consecuente induccién de apoptosis en los macréfagos %2,

Los resultados obtenidos, muestran inducciéon de la secrecion de NO por LPS respecto al
control (Figura 3), de forma significativa, la cual es inhibida por los extractos (Figura 4).
Se observan los mismos efectos anti-inflamatorios de los extractos, obtenidos en estudios
realizados en nuestro laboratorio, previamente, con macréfagos RAW264.7 murinos
estimulados con LPS, con medio condicionado de adipocitos 3T3-L1 de ratén y con co-
cultivo con dichos adipocitos in vitro'”. Los niveles de NO muestran una correlacion lineal

negativa con la viabilidad celular (r= -0,879**, p= 3,5x107"%) y una correlacién lineal
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positiva con los niveles de apoptosis medidos (r= 0,656**, p= 0,0002) (datos no
presentados en seccion de “Resultados”). De la misma forma, existe una correlacion lineal
negativa entre la viabilidad celular y apoptosis (r= -0,652**, p= 0,0002) (Figura 5C). Por
esto, se puede suponer la pérdida de viabilidad celular mediante apoptosis inducida por
niveles elevados de NO, lo cual se ve contrarrestado en presencia de los extractos
(Figura 5A-B).

Respecto a las citoquinas analizadas, la expresién génica de TNF-a no presentd
variaciones significativas al comparar el control o los pre-tratamientos con la condicién
activada con LPS. No obstante, en presencia de CA o AR se observé un aumento en su
expresion al comparar con el control (Figura 6A), pero hay gran dispersion de los datos
que los torna poco confiables para este analisis. Al contrario, la secrecién de TNF-a
disminuye con LPS de forma significativa, respecto al control, y con los extractos no hay
cambios significativos versus la condicidon activada (Figura 6B). Se piensa que TNF-a

133
I

podria ser regulado a nivel post-transcripciona como mecanismo compensatorio de

endotoxemia'*, lo que debe ser mejor estudiado.

No se observaron cambios en los niveles de transcrito de IL-6, y los datos de las
condiciones pretratadas con extractos presentan gran dispersion (Figura 7A), por lo que
le restan confiabilidad al analisis de su nulo efecto. Por otro lado, a nivel de secrecién, se
indujo un aumento de IL-6 al tratar con LPS, lo cual fue contrarrestado en presencia de

CA (Figura 7B), demostrando una respuesta anti-inflamatoria.

En relacion a IL-10, si se considera el perfil de secrecion de los macréfagos M1, se
esperaria una disminucion de esta citoquina, debido a su accion predominantemente
antiinflamatoria. Sin embargo, los resultados arrojados determinaron un aumento
significativo en la expresion de IL-10 inducida por LPS, lo cual fue contrarrestado en
presencia de MA (Figura 9). De acuerdo con esto, se ha reportado un efecto inflamatorio
de IL-10"™° inducido por endotoxemia en humanos'™® y un cambio de polarizacién de
macréfagos inducido por inflamacién asociada a una dieta alta en grasa en ratones™’.
Dicha polarizaciéon se refiere a una de tipo M2b inflamatoria, diferente a la activacion
clasica de tipo M1, la cual presenta alta secrecién de IL-10"®. Por ello, nuestros

resultados podrian ser explicados como el cambio de polarizacion de macréfagos hacia
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un tipo M2b, que secreta IL-10 pro-inflamatoria. Segun esto, el efecto de los extractos se
traduciria a un efecto anti-inflamatorio frente a la condicion con LPS.

Por otro lado, no hubo relacién entre la secrecion de NO y la expresion génica de iINOS, la
enzima encargada de su sintesis. Existe evidencia de que dosis moderadas de NO
pueden tener un rol mas bien protector que inductor de la apoptosis en este tipo
celular™® ' Por lo que la disminucion del transcrito de iNOS (Figura 8), podria ser un
mecanismo compensatorio de los macréfagos para disminuir los niveles de NO
aumentados en las primeras fases del experimento, y que se encuentra en el medio de
cultivo, para asi evitar la exacerbada muerte celular que impediria mantener el estado
inflamatorio. Tanto al tratar con LPS como con CA se observaron niveles menores de
transcrito de iINOS que el control (Figura 8). Esto sugiere que hay compensacion inducida
por apoptosis debido al efecto citoprotector de los extractos que disminuyen la liberacion
de NO y la apoptosis, manteniendo niveles de viabilidad celular similares a la condicion
control. Dichos resultados, ademas, se correlacionan con los niveles de secrecion de
TNF-a (r= -0,542**, p= 0,003) (datos no presentados en seccién de “Resultados”), por lo
qgue se piensa que hubo una modulacion de iINOS mediada por TNF-a como bien se ha

reportado en la literatura ™.

En este sentido, los resultados indican el predominio de un fenotipo inflamatorio inducido
por LPS y un efecto anti-inflamatorio mediado por MA y CA, respecto a viabilidad y muerte
celular, MA en relacion a la liberacion de NO y expresion de IL-10, y CA en relacién a la

secrecion de IL-6.

6.2. Efecto antilipolitico y adipogénico de los extractos de maqui y calafate sobre

adipocitos humanos activados con TNF-a in vitro.

El desbalance energético positivo en la obesidad, ya sea por la ingesta de una dieta alta
en grasa y/o por falta de actividad fisica, conduce a la expansién de TAB y a una
acumulacién ectépica de lipidos, lo cual induce a un aumento en la tasa de lipdlisis. Junto
con esto, hay una inhibicion de la adipogénesis, lo cual se relaciona con el desarrollo de
insulino-resistencia. La distribucion de la misma cantidad de grasa en los adipocitos

hipertréficos, seria mejor distribuida entre un niamero mayor de células dado por la
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adipogénesis, lo cual disminuiria ciertos mediadores de inflamacion (Ej. TNF-a) que

inducen la infiltracion de adipocitos*®, y asi, el riesgo de IR y comorbilidades.

Los resultados asociados a adipogénesis, informaron una diferenciacién significativa de
los preadipocitos viscerales humanos tratados con el medio de diferenciacién entregado
por el proveedor, respecto al control no diferenciado (Figura 10A). Esto indica que los
posteriores experimentos se realizaron con adipocitos 6ptimamente diferenciados. No
obstante, al realizar el tratamiento con los extractos, no se observaron efectos anti- ni pro-

adipogénicos significativos al medir el porcentaje de triglicéridos (Figura 10B).

Por otra parte, los resultados indican que no hubo diferencia significativa en la lipdlisis
inducida por TNF-a respecto a la condicion control o al pre-tratamiento con los extractos,

pero se observé un efecto antilipolitico de CA en comparacion al control (Figura 11).

Es sintesis, los extractos no presentaron un efecto adipogénico, pero si se observé un

efecto antilipolitico, en el caso del extracto de Calafate.

6.3. Efecto anti-inflamatorio de los extractos de maqui y calafate sobre adipocitos

humanos activados con TNF-a in vitro.

Se ha reportado que a medida que se desencadena la hipertrofia adipocitaria en
obesidad, aumenta el estrés metabdlico y hay induccion de apoptosis, junto con la
liberacion de diversos mediadores de inflamacién, tales como MCP-1 e IL-6, y disminucion
de otros, tal como Adiponectina, lo cual estimula la infiltracién de macréfagos al tejido™.
Esto exacerba la respuesta inflamatoria, ya sea mediante vias dependientes y/o
independientes (via MAPK) de NF-kB'"°.

Un estudio donde se estimularon preadipocitos y adipocitos humanos con TNF-a a
distintas concentraciones hasta un maximo de 24 horas, presentd aumento en los niveles
de apoptosis (5-25%), respecto a un control no activado (0 y 2,3%)'*. De esta forma, se
esperaria disminucion en la viabilidad celular y un aumento de apoptosis en nuestros
ensayos. Sin embargo, los resultados de viabilidad celular no presentaron cambios

significativos al activar con TNF-a respecto a los pre-tratamientos con los extractos o el
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control (Figura 12A), sugiriendo que no hay muerte celular mediante el estimulo de TNF-a
ni activacion de mecanismos de sobrevida con los extractos. Sin embargo, hay gran
dispersion de los datos de la condicion con TNF-a, lo que torna poco confiable el analisis
comparativo. Por otro lado, respecto a los niveles de apoptosis, se observa una induccién
con TNF-q, la cual es revertida en presencia de los extractos (Figura 12B) y tiene relacién

con lo descrito en la literatura?.

Los resultados arrojados para MCP-1, muestran un aumento significativo en su expresion
y secrecion al estimular con TNF-qa, y a nivel de secrecion fue contrarrestado en presencia
CA (Figura 13A-B). Ademas, la expresion y secrecion de IL-6 fue inducida por TNF-a de
forma significativa, y en el caso de secrecién, disminuyé al pre-tratar con todos los
extractos (Figura 14A-B). Por ultimo, la expresion y secrecion de Adiponectina, no
presentd variaciones entre la condicion con estimulo de TNF-a respecto al control, ni

respecto a las condiciones en presencia de los extractos (Figura 15A-B).

También se midieron los niveles de marcadores fosforilados que participan en vias
proinflamatorias, con el fin de descifrar qué mediadores desencadenan las respuestas
inflamatorias en obesidad, y por ende, cuales son las rutas que podrian estar inhibiendo
los extractos para ejercer su efecto anti-inflamatorio. Respecto al porcentaje de p-JNK y p-
38 MAPK, no hubo cambios significativos al comparar la condicién activada con el control
0 con los pre-tratamientos de MA o CA (Figura 16A-B). Adicionalmente, al medir p-p65
NF-kB, no hubo cambios en los niveles de fosforilacion al tratar con TNF-a en
comparacion al control, y con los extractos se observé un aumento al pre-tratar con CA
respecto a la condicion activada (Figura 16C). Estos datos indicarian que el mecanismo
inflamatorio no se desencadena por vias mediadas por p-JNK, p-p38 MAPK o p-p65 NF-

kB, ya que no presentaron cambios al ser activados.

Los resultados en relacion a las adipoquinas y mediadores fosforilados, se pueden
contrastar con un estudio realizado donde se comparé6 la expresidon de MKP-1 con los
marcadores de inflamacién propuestos a distintos tiempos de progresion de hipertrofia de
adipocitos 3T3-L1 (8, 15 y 21 dl'as)24. Esto sugiere que la expresion y secrecion de
Adiponectina no presenté cambios debido a que el tiempo de induccidon de hipertrofia con

el estimulo inflamatorio, fue insuficiente (10 dias) para detectarlos, y por tanto, no se debe
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a que TNF-a no participe en su modulacién, necesariamente. En dicho estudio indican
una disminucion significativa en la expresion de Adiponectina luego de 15-21 dias de
hipertrofia inducida y en la secrecion, luego de 8-15 dias®, lo cual se correlaciona con la
inhibicion de MKP-1. O por otro lado, segun resultados previos obtenidos en nuestro
laboratorio en un modelo de co-cultivo con RAW264.7 y 3T3-L1, la hipertrofia puede ser
inducida por menos tiempo para observar un descenso en la expresién de Adiponectina
respecto al control, pero debe ser en presencia de mas estimulos que induzcan
inflamacion'. Los datos graficados son de gran dispersion, lo que tendria relacién con la
prematura medicion, pues aun no se presentarian patrones de expresion y secrecion bien

definidos para Adiponectina.

Considerando los niveles de marcadores fosforilados, en este articulo no se obtuvo
aumento significativo de p-JNK en los tiempos medidos, al igual que nuestros resultados,
sugiriendo la activacién de una via inflamatoria independiente de p-JNK. Respecto a p-
p38 MAPK, se observa un aumento significativo entre 15-21 dias de hipertrofia, por lo que
si podria ser una ruta inflamatoria factible de analisis respecto al tratamiento con los
extractos, pero a tiempos de medicion mas prolongados. Junto con esto, en el articulo se
reporté un aumento de p-ERK entre el dia 15-21, del mismo modo que de p-p38 MAPK 'y
que la inhibicion de MKP-1, por lo que podria ser objeto de estudio, pues podrian ser vias
que se activan al disminuir MKP-1 y que actuan sinérgicamente, siendo un blanco de

accion para el efecto de los extractos.

Estos resultados indicaron que MA y CA tuvieron un efecto anti-inflamatorio en relaciéon a

la apoptosis y la secrecion de IL-6, y CA en relacion a la secrecion de MCP-1.

6.4. Efecto antioxidante de los extractos de maqui y calafate sobre adipocitos

humanos activados con TNF-a in vitro.

Se ha descrito que la defensa antioxidante (SOD, CAT y GPx) es menor en obesos que
en pacientes con sobrepeso o en pacientes sanos®®®®. En relacién a esto, se midié la
actividad de SOD y CAT, y los niveles de GSH, GSSG vy la razén GSSG/GSH. Los
resultados indican que no hubo un aumento en la actividad enzimatica de CAT inducido

por TNF-a y que los extractos disminuyeron su actividad (Figura 18B). Por otro lado, la
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actividad de SOD no mostré diferencias significativas al pre-tratar con los extractos
respecto a la condicién activada, pero al comparar la condicion con pre-tratamiento de MA
versus el control, se observé un aumento (Figura 18A). Junto con esto, el nivel de GSSG
aumento al estimular con TNF-a, lo cual no tuvo cambios significativos al pre-tratar con los
extractos, pero mostré tendencia a su reversion (Figura 17A). El nivel de GSH no mostro
variaciones significativas respecto al estimulo con TNF-a, no obstante, al comparar los
pre-tratamientos con los extractos versus el control, se observé un aumento en su
porcentaje (Figura 17B). Ademas, se observé una baja en la razén GSSG/GSH con TNF-
a y los extractos respecto al control (Figura 17C). Los valores dados por la razén
GSSG/GSH indican bajos niveles de estrés oxidativo, y mayor proporcién de GSH
disponible para la reduccion de peréxido de hidrégeno y de lipoperdxidos, como accion
del sistema antioxidante GPx/GRd. En este sentido, los extractos estan realizando un
efecto antioxidante, pues en presencia de éstos, los niveles de GSH aumentan, asi como
los de la actividad enzimatica de SOD. Por otro lado, los bajos niveles en la actividad
enzimatica de CAT se explican, debido a que el sistema GPx/GRd no actua en paralelo
con el sistema SOD/CAT. Se ha reportado que CAT interviene como defensa
antioxidante, en presencia de altas concentraciones de H,O,, y por otro lado, a bajas
concentraciones interviene GPx. Es decir, se relacionan inversamente respecto a la

concentracion de H,0,',

6.5. Efecto insulinosensibilizador de los extractos de maqui y calafate sobre

adipocitos humanos resistentes a insulina inducidos por inflamacién in vitro.

En la captacién de glucosa no se presentaron variaciones, a excepcién de la condicidon
pretratada con MA, la cual exhibié tendencia de aumento (Figura 19), sugiriendo un
efecto insulino-sensibilizador como indica la literatura'®, lo que podria ser esclarecido con
nuevos experimentos. Asimismo, los resultados obtenidos respecto a viabilidad celular no
presentaron cambios bajo ningun tratamiento (Figura 20), lo cual puede estar relacionado
con un efecto citoprotector inducido por la insulina que fue parte del tratamiento. Se ha
descrito que la insulina es capaz de bloquear la apoptosis, disminuyendo el estrés
oxidativo celular mediante la activacion de vias de sefalizacién dependientes de ERK y
PI3K en células HepG2'*“.
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Respecto a p-PI3K, marcador perteneciente a la via de sefalizacion de la insulina, no
presentd cambios significativos entre la condicion con TNF-a e INS y los pre-tratamientos
con los extractos, pero si se observo un aumento al tratar con MA respecto a la condicion
con INS (Figura 21). De esta forma, a pesar de que no se observo la instauracion del
modelo de insulino-resistencia en adipocitos como se esperaba, MA muestra sefales de

potenciales propiedades insulino-sensibilizadoras.
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71,

7.2,

7.3.

7.4,

7.5.

CONCLUSIONES

Los extractos de maqui y calafate promueven in vitro la viabilidad celular en
correlacién a la inhibicion apoptosis, el extracto de maqui inhibe la secrecién de
NO e IL-10, y el extracto de calafate, la secrecién de IL-6 en macréfagos humanos

activados.

Los extractos de maqui y calafate no mostraron efecto adipogénico in vitro. Sin
embargo, el extracto de calafate inhibe la lipdlisis en adipocitos humanos

activados.

Los extractos de maqui y calafate inhiben in vitro la apoptosis y la secrecién de IL-
6, y el extracto de calafate inhibe la secrecion de MCP-1 en adipocitos humanos

activados.

Los extractos de maqui y calafate aumentan in vitro los niveles de GSH, vy el
extracto de maqui promueve la actividad de SOD en adipocitos humanos

activados.

El extracto de maqui promueve in vitro la captacion de glucosa y aumenta los
niveles de fosforilacion de PI3K en adipocitos humanos activados de forma

cronica.

En resumen, ambos extractos presentan efectos anti-inflamatorios y antioxidantes. El

extracto de calafate presenta efecto antilipolitico y el extracto de maqui presenta efecto

insulino-sensibilizador. Ninguno presenta efecto adipogénico.

En conclusion, los extractos de Aristotelia chilensis y Berberis microphylla inhiben la

respuesta inflamatoria de adipocitos y macrofagos humanos en los modelos de

inflamacién in vitro propuestos, por lo que podrian ser considerados como una

herramienta 0til para combatir las comorbilidades desencadenadas por inflamacion

asociada a obesidad e IR.
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