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RESUMEN

El sobrepeso y obesidad son considerados uno de los mayores problemas en salud publica a
nivel nacional y mundial, considerando que sus prevalencias han aumentado
dramaticamente en las Ultimas tres décadas. Estudios recientes han demostrado el rol
protector de los polifenoles en el desarrollo de obesidad y desordenes metabdlicos
asociados, al modular rutas fisiologicas y moleculares involucradas en el metabolismo
energético. Los polifenoles corresponden a los antioxidantes mas abundantes en la dieta,
destacandose entre ellos la quercetina, que ha sido extensamente estudiada debido a sus
efectos anti-inflamatorios y antioxidantes. Su consumo estd asociado a efectos benéficos
para la salud, mejorando el perfil lipidico y la glicemia, atenuando la insulino-resistencia,
adiposidad y obesidad. Como antioxidante podria proteger a los componentes celulares
contra el dafio oxidativo, y asi, limitar el riesgo de desarrollo de patologias con un fuerte
componente de estrés oxidativo como enfermedades cardiovasculares, diabetes y obesidad.
Este estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de quercetina en ratas alimentadas con
una dieta alta en colesterol, en la expresién génica de factores de transcripcion, co-
activadores y genes involucrados en el metabolismo celular y homeostasis del colesterol en
tejidos asociados al desarrollo de enfermedades crénicas relacionadas a estrés oxidativo.
Los animales fueron distribuidos al azar en 4 grupos distintos y alimentados con dieta
control (C), dieta control con suplementacion de quercetina (CQ), dieta alta en colesterol
(HC) o dieta alta en colesterol con suplementacién de quercetina (HCQ) durante 4 semanas.
Para esto se midio6 la expresion génica relativa (ARNm), mediante PCR en tiempo real, de
PPARYy, PGC-1a, FOXO1, FOX03, UCP-2 y HO-1 en pancreas, tejido adiposo epididimal
(TAE) y subcutaneo (TAS) y en corazdn, y se midieron los niveles de insulina en pancreas
a través de inmunohistoquimica. En pancreas la modulacién que ejerce quercetina sobre
PPARYy, PGC-1a y FOXOL1 no se relaciona con efectos protectores especificos ante la dieta
HC. La cantidad de insulina en pancreas aumenta con la suplementacién de quercetina,
tanto en ratas alimentadas con la dieta C como con la dieta HC. En TAE, quercetina atenda
la alteracion en la expresion de PPARy, FOXO1, UCP-2 y HO-1 inducida por la dieta HC.
En TAS, quercetina atenda la alteracion en la expresion de FOXO1 y HO-1 inducida por la
dieta HC. En corazon, quercetina atenda la alteracion en la expresion de FOXO1, UCP-2 y
HO-1 inducida por la dieta HC. En conclusion, quercetina tuvo un efecto protector en
pancreas al aumentar la cantidad de insulina, a pesar de que no se observd un efecto
protector especifico ante una dieta HC. Por otra parte, la administracién con quercetina en
ratas alimentadas con una dieta alta en colesterol protege a tejido adiposo epididimal,
subcutaneo y corazon a través de la regulacion de distintos genes involucrados en el
metabolismo energético.

Palabras clave: polifenoles, quercetina, resistencia a insulina, diabetes, obesidad, estrés
oxidativo, colesterol, metabolismo, expresion génica, insulina, PPARy, PGC-1a, FOXO1,
FOXO03, UCP-2, HO-1.



SUMMARY

Overweight and obesity are considered one of the most important problems in national as
well as global public health, considering that their prevalence has increased dramatically
over the past three decades. Recent studies have demonstrated the protective role of
polyphenols in the development of obesity, and associated metabolic disorders, by
modulating physiological and molecular pathways involved in energy metabolism.
Polyphenols are the most abundant antioxidants in the diet, outstanding among them
quercetin, which has been extensively studied because of its anti-inflammatory and
antioxidant effects. Its consumption is associated with beneficial health effects, improving
the lipid profile and glycemia, diminishing insulin resistance, adiposity and obesity. As an
antioxidant, quercetin may protect cellular components against oxidative damage, and thus
decreasing the risk of the development of diseases with a strong oxidative stress
component, as cardiovascular disease, diabetes and obesity. This study aimed to determine
the effect of quercetin on gene expression of transcription factors, co-activators and genes
involved in cellular metabolism and homeostasis of cholesterol in rats fed a high
cholesterol diet. These expression were studied, in tissues associated with the development
of oxidative stress related chronic diseases. Animals were randomly distributed into 4
groups and fed control diet (C); control diet supplemented with quercetin (CQ); high-
cholesterol diet (HC); or HC diet supplemented with quercetin (HCQ) for 4 weeks.
Therefore, PPARYy, PGC-1a, FOXO1, FOX03, UCP-2 and HO-1 relative gene expressions
(mMRNA) were measured by real-time PCR in pancreas, epididymal (TAE) and
subcutaneous adipose tissue (TAS), and heart, and insulin levels were measured through
immunohistochemistry in pancreas. The modulation exerted on PPARy, PGC-la and
FOXO1 by quercetin was not related to its specific protective effects against a HC diet in
pancreas. Quercetin increased the amount of insulin, both in rats fed a C or HC diet.
Quercetin attenuated HC diet-induced alteration on PPARy, FOXO1, UCP-2 and HO-1
expression in TAE. Quercetin attenuated HC diet-induced alteration on FOXO1 and HO-1
expression in TAS. Quercetin attenuated HC diet-induced alteration on FOXO1, UCP-2
and HO-1 expression in heart. In conclusion, quercetin had a protective effect on pancreas
by increasing insulin levels, although a specific protective effect against a HC diet was not
observed. Furthermore, quercetin administration to rats fed a high cholesterol diet protected
epididymal and subcutaneous adipose tissue, and heart, through the regulation of several
genes involved in energy metabolism.

Keywords: polyphenols, quercetin, insulin resistance, diabetes, obesity, oxidative stress,
cholesterol, metabolism, gene expression, insulin, PPARy, PGC-1a, FOX0O1, FOXO3,
UCP-2, HO-1.
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INTRODUCCION

La obesidad es uno de los mayores problemas de salud publica en el mundo industrializado,
estimandose que a nivel mundial 2.000 millones de adultos tienen sobrepeso y, al menos,
300 millones son considerados obesos (Stewart et al., 2008; Arias et al., 2014). Los
mayores contribuyentes al aumento de estas cifras son la vida sedentaria y el consumo de
dietas altas en grasa y calorias (Stewart et al., 2008; Arias et al., 2014). En Chile su
prevalencia también ha aumentado notablemente en la Ultima década, afectando al 25.1%
de la poblacion chilena (MINSAL, 2010). La obesidad constituye una enfermedad cronica
inflamatoria y multifactorial, considerada uno de los factores de riesgo mas importantes en
el desarrollo de varias enfermedades, que incluyen hipertension, diabetes tipo I,
enfermedades coronarias y enfermedades metabolicas (Kopelman, 2000 citado por Arias et
al., 2014; Stewart et al., 2008; Meydani y Hasan, 2010). Esta enfermedad también se
relaciona con el desarrollo del sindrome metabdlico el cual afecta al 35,3% de la poblacion
chilena (MINSAL, 2010). Dentro de los factores clinicos que definen este sindrome se
encuentran: resistencia a la insulina, hipertension arterial, obesidad central e
hipercolesterolemia, éste Gltimo afecta al 38,5% de la poblacion chilena (MINSAL, 2010).
Los niveles elevados de colesterol pueden dafar las células de distintos tejidos, al promover
estrés oxidativo, apoptosis celular y disfuncion mitocondrial (Dirkx y Solimena, 2012;
Carrasco-Pozo et al., 2015; Carrasco-Pozo et al., 2016b). El estrés oxidativo genera
resistencia a la insulina, dafio en el ADN, lipoperoxidacion y modificaciones oxidativas en
proteinas, entre otros efectos (Boden et al., 2015). El estrés oxidativo esta involucrado en la
disfuncion de las células B, factor clave en la patogénesis de diabetes tipo Il (Adewole et
al., 2007). La resistencia persistente a insulina implica un importante riesgo de desarrollar
enfermedad cardiovascular, la cual constituye la mayor causa de mortalidad en pacientes
con diabetes tipo Il (Kalofoutis et al., 2007 citado por Bahadoran et al., 2013). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) predice que para el 2030 aproximadamente 23,3
millones de personas seran victimas de enfermedades cardiovasculares, siendo la dieta el
principal factor de riesgo en el desarrollo y progresion de la diabetes (OMS, 2013 citado
por Miranda et al., 2016).



Compuestos con altas capacidades antioxidantes podrian relacionarse con un menor riesgo
de desarrollar diabetes tipo Il y complicaciones asociadas (Bahadoran et al., 2013). Se ha
descrito que el consumo de frutas y verduras aportan al organismo diversos compuestos
bioactivos, destacando entre los con propiedades antioxidantes los polifenoles. Los
polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas que, normalmente, cumplen
funciones de defensa contra patdgenos y radiacion ultravioleta y que presentan propiedades
anti-inflamatorias y antioxidantes, dentro de otras (Manach et al., 2004; Wang et al., 2014).
Debido a su probable rol en la prevenciéon de diversas enfermedades asociadas al estrés
oxidativo, tales como enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y cancerigenas,
su estudio ha tomado relevancia en los Ultimos afios (Manach et al., 2004; Kelly, 2011). Se
ha visto un 21% de reduccion en la mortalidad por enfermedades cardiovasculares en
humanos que consumen mas de 4 mg de polifenoles al dia (Stewart et al., 2008). Sus
propiedades antioxidantes y capacidad de modular la funcién mitocondrial protegen a los
tejidos contra dafios por isquemia-reperfusion, componentes toxicos y otros factores que
puedan inducir estrés oxidativo (Manach et al., 2004; Kelly, 2011), tales como el
colesterol. Es por esto que el uso de moléculas que posean propiedades antioxidantes, anti-
inflamatorias y protectoras de la funcion mitocondrial, como la quercetina, son una
estrategia prometedora para la proteccion celular en distintos tejidos contra diversas noxas
cuyo mecanismo de accion involucre al estrés oxidativo, inflamacion o disfuncién
mitocondrial. El presente trabajo busca identificar el efecto de la quercetina sobre la
expresion génica, que permita explicar su efecto protector ante el estrés oxidativo y
alteracion del metabolismo energético generado por una dieta alta en colesterol.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Polifenoles

Los polifenoles representan el mayor porcentaje de antioxidantes consumidos por la
poblacién humana, siendo los flavonoides los mas abundantes en la dieta humana (Scalbert
et al., 2005; Bahadoran et al., 2013). Las principales fuentes de polifenoles consumidos por
la poblacién corresponden a las frutas y bebidas, como el té y el vino tinto (Manach et al.,
2004). Los efectos benéficos de los polifenoles sobre la salud se deberian a diversos
mecanismos, tales como: supresién de la absorcion intestinal de grasas, mayor consumo de
glucosa en tejido muscular, supresion de vias anabdlicas, estimulacion de vias catabdlicas
en tejido adiposo, higado y otros, atenuacion de la hiperglicemia, dislipemia e insulino-
resistencia, disminucion de niveles de colesterol en plasma, inhibicion de la angiogénesis
en tejido adiposo, inhibicion de la diferenciacion de adipocitos y reduccion de la
inflamacién crénica asociada a obesidad y sobrepeso (Scalbert et al., 2005; Meydani y
Hasan, 2010; Bahadoran et al., 2013). El consumo de ciertos polifenoles modifican el
metabolismo lipidico y energético, pudiendo facilitar la pérdida de peso corporal y prevenir
su ganancia (Meydani y Hasan, 2010). EI consumo de flavanonas, por ejemplo, durante 2-6
semanas reduce los niveles de colesterol, LDL vy triglicéridos en plasma de ratas (Scalbert
et al., 2005).

Quercetina

Quercetina es un polifenol ubiquo en frutas y verduras y representa uno de los flavonoides
mas abundantes en la dieta occidental. De acuerdo al “US Department of Health and
Human Services” (Stavric, 1994), y a estudios realizados sobre la dieta francesa (Pérez-
Jiménez et al., 2011) y finlandesa (Ovaskainen et al., 2008), la ingesta diaria promedio de
quercetina es de ~ 25 mg. Grandes cantidades de quercetina son encontradas en las cebollas
(284-486-mg/kg) y manzanas (21-72 mg/kg) (Hertog et al.,, 1992). Debido a sus
propiedades antioxidantes, el consumo de quercetina seria relevante para el tratamiento de
enfermedades relacionadas al estrés oxidativo. Quercetina estabiliza radicales libres, induce
defensas antioxidantes y disminuye la actividad de enzimas pro-oxidantes, lo que

contribuye a una prevencion en la lipoperoxidacion, oxidacion de LDL, oxidacion de
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proteinas y ADN (Adewole et al., 2007). Quercetina ejerce también una serie de efectos
beneficiosos sobre el metabolismo, con relevancia frente a enfermedades cardiovasculares,
diabetes, obesidad y sindrome metabolico (Kelly, 2011). Quercetina tiene un efecto anti-
obesidad, anti-diabético (Arias et al., 2014) y protector contra el sindrome metabolico, ya
que reduce los niveles basales de glucosa e insulina, mejora la tolerancia a la glucosa,
preserva la funcién e integridad de células B, reduce la presion sistélica y adipocidad
visceral (Adewole et al., 2007; Kobori et al., 2009 citado por Kelly, 2011; Youl et al.,
2010; Panchal et al., 2012). En ratones alimentados con dieta alta en grasas, colesterol y
azucar, quercetina previene el aumento de grasa visceral, colesterol, triglicéridos, insulina 'y
glucosa en plasma (Kobori et al., 2011 citado por Kelly, 2011). En humanos, disminuye la
presion sanguinea, niveles de colesterol y de LDL en sujetos con sobrepeso y obesidad,
existiendo una correlacion negativa entre el consumo de quercetina y la concentracion de
colesterol total y LDL (Egert et al., 2009 citado por Kelly, 2011). También ha demostrado
tener efectos beneficiosos sobre el sistema cardiovascular, previniendo el desarrollo de
hipertrofia cardiaca inducida por sobrecargas de presion en ratas (Han et al., 2009 citado
por Kelly, 2011) y en humanos inhibe la agregacion plaquetaria y formacion de trombos
(Hubbard et al., 2004 citado por Kelly, 2011). En conejos, reduce la formacion de placas
aterosclerdticas en aorta y carétida (Juzwiak et al., 2005 citado por Kelly, 2011).

Nutrigenomica

La nutrigendmica es la ciencia que estudia la interaccion existente entre los componentes
de la dieta y el genoma, en donde los componentes de la dieta pueden alterar la expresion
génica directa o indirectamente. Esta modulacion génica por medio de la dieta puede alterar

la incidencia, progresion y/o severidad de ciertas enfermedades (Marti et al., 2005).

Son muchos los genes que codifican para las proteinas que median y controlan los procesos
biologicos y fisiopatologicos de los distintos organismos. Asi, en los ultimos afios ha
ganado gran importancia el estudio de los factores que regulan la expresion génica y su
relacién con el desarrollo de enfermedades cronicas (Puigserver y Spiegelman, 2003). La
regulacion de estos programas bioldgicos se realiza a traves de distintos niveles:

epigenético, transcriptomico, protedmico y metabdlico (Sanhueza y Valenzuela, 2012).
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Uno de ellos es a nivel de la transcripcion génica, la cual involucra una serie de complejos
proteicos que son necesarios para una adecuada regulacién de la transcripcion, donde toma
importancia el reconocimiento y estudio de los factores de transcripcion, como también sus

co-activadores y co-represores (Puigserver y Spiegelman, 2003).

Genes relacionados con un posible efecto protector de la quercetina frente a una dieta

alta en colesterol

PPARy

El receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma (PPARY) es un receptor
hormonal nuclear que cumple un rol importante en la adipogénesis, resistencia a insulina,
inflamacién, balance energético y biosintesis de lipidos (Grygiel-Gorniak, 2014; Beekmann
et al., 2015). En humanos y roedores PPARYy se expresa principalmente en tejido adiposo y
su activacion facilita el deposito de lipidos en este tejido, pero en estados de ayuno permite
la liberacion de &cidos grasos y su subsecuente oxidacion (Savage, 2005). También
disminuye los niveles de glucosa al aumentar la expresion de transportadores de glucosa
(GLUT 1y 4) y al incrementar la captura de glucosa hepética y muscular. Disminuye
niveles de triglicéridos, la expresion de proteinas desacoplantes (UCPs) y niveles de
colesterol HDL en tejido adiposo, muscular y hepéatico (Grygiel-Gorniak, 2014).
Mutaciones que causan pérdida de su funcidn generan resistencia a insulina e hipertension
severa en humanos (Fuentes et al., 2013). También es importante para la diferenciacion de
los adipocitos, demostrdndose que ratones ‘“knockout” para PPARy presentan
hipocelularidad en tejido adiposo (Fuentes et al., 2013) y son més susceptibles a desarrollar
dislipemia, esteatosis hepética y resistencia a insulina al consumir dietas altas en grasa
(Savage, 2005).

PGC-1a

El co-activador de PPARy 1 alfa (PGC-1a) es un co-activador transcripcional de una gran
variedad de receptores nucleares involucrados en diversos procesos metabolicos,
promoviendo principalmente la biogénesis y funcion mitocondrial (Chen et al., 2009a), la
expresion de genes que participan en la cadena de transporte de electrones, B-oxidacion de
acidos grasos y ciclo de Krebs (Puigserver y Spiegelman, 2003; Lin et al., 2005). La

5



expresion de PGC-1a en el higado es relativamente baja, pero en situaciones de ayuno ésta
incrementa y estimula la gluconeogeénesis al activar a factores de transcripcion, como por
ejemplo FOXO1, el cual promueve la expresion de genes que codifican para enzimas
gluconeogénicas (Garcia et al., 2008). Asi, la expresion de PGC-1la estaria fuertemente
relacionada a las necesidades metabolicas (Chen et al., 2009a) y la regulacién metabdlica
ejercida la realiza a través de la co-activacion de diversos factores de transcripcion, como
PPARy, FOXO1 y UCP-2. Debido a esto, es considerado como un interruptor molecular
(Lin et al., 2005; Ronnebaum y Patterson, 2010). La expresion de PGC-1a disminuye en
musculo y tejido adiposo de ratas y ratones al ingerir dietas altas en grasa saturada. Debido
a las funciones de PGC-1a sobre la funcién mitocondrial y la produccion de energia, se ha
sugerido que podria ser un blanco para drogas utilizadas en el tratamiento de obesidad y

diabetes (Puigserver y Spiegelman, 2003).

FOXO1

Las proteinas “forkhead box” (FOXOs) son factores de transcripcion que promueven la
trascripcion de genes involucrados en resistencia al estrés, muerte y sobrevida celular
(Ronnebaum y Patterson, 2010), entre otras funciones. Sus efectos son tejido-especificos,
por lo que son muy variables y no siempre generan efectos positivos (Glauser y Schlegel,
2007; Kousteni, 2011). Asi, los factores FOXOs podrian estar involucrados en la
progresion de diabetes, y un sin numero de otras enfermedades, en donde, en el caso
especifico de diabetes, la adaptacion compensatoria que debiesen tener las células f

dependen de los factores FOXOs y su adecuada regulacion (Glauser y Schlegel, 2007).

La proteina “forkhead box” subclase O1 (FOXO1) se expresa mayormente en higado,
pancreas, tejido adiposo y musculo esquelético (Kousteni, 2011). Se activa bajo
condiciones de hipoglicemia (Morris et al., 2015) y bajo condiciones de ayuno estimula la
gluconeogeénesis (Garcia et al., 2008). Regula la homeostasis metabdlica en distintos
niveles, siendo un regulador negativo de sensibilidad a insulina en células B, hepatocitos y
adipocitos (Kousteni, 2011). Controla tres aspectos fundamentales del metabolismo de
glucosa: inhibiendo la produccién de glucosa en higado, disminuyendo la produccion de
insulina y la sensibilidad a ella, ademas de suprimir la proliferacion y funcion de las células

B (Kousteni, 2011). Su sobre-expresion en algunos tejidos se relaciona con apoptosis
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(Ronnebaum y Patterson, 2010). Sin embargo, FOXO1, dependiendo del tejido en el cual se
localice, puede tener efectos protectores o negativos sobre la resistencia a insulina, diabetes

y funcién vascular (Kousteni, 2011).

FOXO3

La proteina “forkhead box” subclase O3 (FOXO3) pormueve efectos antiinflamatorios y
antioxidantes y esta involucrado en sefiales de muerte celular y sobrevida (Glauser y
Schlegel, 2007; Ronnebaum vy Patterson, 2010, Morris et al., 2015). Se expresa
mayormente en cerebro, corazon, rifiones y bazo (Morris et al., 2015). Controla la
produccién de citoquinas, disminuye la inflamacion (Kousteni, 2011) y también regula la
transcripcion de un removedor de peroxido de hidrégeno mitocondrial, la peroxiredoxina
I11, el cual previene la apoptosis y posee un rol cardioprotector (Ronnebaum y Patterson,
2010). En obesidad inducida por dietas altas en grasa se genera una disfuncion de los
cardiomiocitos, lo que genera un aumento en la expresion de FOXO3 (Relling et al., 2006).
La sobre-expresion de este factor en corazon reduce el desarrollo de hipertrofia cardiaca

(Ronnebaum y Patterson, 2010).

UCP-2

La proteina desacoplante 2 (UCP-2) controla el potencial de membrana mitocondrial y
consecuentemente, regula la sintesis de ATP y también, la produccion de EROs por la
mitocondria (Laskowski y Russell, 2008). Al desacoplar la p-oxidacion de la sintesis de
ATP (Powell et al., 2007) disminuye el potencial de membrana mitocondrial y con ello
reduce la produccién de EROs y superoxidos (Lin et al., 2005; Dalgaard, 2011). Se localiza
en multiples tejidos incluyendo grasa parda, musculo esquelético, corazon, rifiones,
pancreas, cerebro e higado (Aguilar, 2002). UCP-2 puede ser activada también por acidos
grasos, glucosa vy lipidos, de esta manera su expresion puede ser regulada por condiciones
de ayuno, por proliferadores de peroxisomas (como PPARY), PGC-1a e hiperglicemia, lo
que demuestra un rol conectado con la disponibilidad de combustibles como sustrato (Lin
et al., 2005; Bjorndal et al., 2011; Dalgaard, 2011). UCP-2 se sobre-regula en respuesta a
hormonas tiroideas, frio, agonistas p3-adrenérgicos y dietas altas en grasa (Dalgaard, 2011).
Especificamente en pancreas es inducida por dietas altas en grasa y azUcar (Dalgaard, 2011)

y en tejido adiposo su expresion aumenta por exposicion al frio y por accion de hormonas
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tiroideas (Mahadik et al., 2012). Su actividad es tejido-especifica, por ejemplo, su sobre-
expresion en tejido pancreético tendria un efecto deletéreo sobre las células B ya que al
limitar la produccion de ATP, se ve reducida la secrecion de insulina (Dalgaard, 2011),
mientras que en tejido adiposo la disminucidén en su expresion se asocia a obesidad y
diabetes al disipar el potencial de membrana mitocondrial (clave para sintesis de ATP) y
aumentar el gasto energético (Mahadik et al., 2012). Ratas con falla cardiaca presentan
mayor expresion de UCP-2 en miocardio, correlacionandose con mayor nivel de EROs y

grado de tumefaccién mitocondrial (Huang et al., 2016).

HO-1

La hemo-oxigenasa 1 es una enzima que en reaccion genera CO vy bilirrubina, los cuales
poseen un rol antiinflamatorio y antioxidante, respectivamente (Son et al., 2013).
(Romacho et al., 2014). La HO-1 puede ser inducida por una variedad de estimulos
fisioldgicos (ej.: hipoxia) y patologicos, como la exposicion a toxinas, metales pesados,
citoquinas, luz ultravioleta, estrés oxidativo, entre otros (Hosick y Stec, 2012; Romacho et
al., 2014). La HO-1 puede ser inducida por estimulos antioxidantes como quercetina
(Panchal et al., 2012) y pro-oxidantes (Hosick y Stec, 2012). ElI aumento en su actividad
protege contra el estrés oxidativo que se genera en diversas patologias (Romacho et al.,
2014). La induccion crénica y sistétmica de HO-1 corrige la hiperglicemia e
hiperinsulinemia en ratas (Hosick y Stec, 2012). Debido a que la expresion de HO-1 puede
ser inducida tanto por la noxa como por el agente protector, es que su rol en la
fisiopatologia de diversas enfermedades es controversial (Huang et al., 2013). Es secretado
primordialmente por adipocitos disminuyendo la inflamacion en tejido adiposo, la ganancia
de peso y grasa corporal en ratas obesas (Romacho et al., 2014). En humanos, HO-1
aumenta en tejido adiposo subcutaneo y visceral de personas obesas y aumenta sus niveles

séricos en obesos y personas con diabetes tipo 11 (Romacho et al., 2014).



HIPOTESIS

La quercetina tiene un rol citoprotector ante las alteraciones oxidativas y metabolicas
inducidas por una dieta alta en colesterol, atenuando o previniendo las alteraciones sobre la
expresion de PPARy, PGC-1a, FOXO1, FOX03, UCP-2 y HO-1.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la suplementacion con quercetina sobre la expresién de PPARy, PGC-
la, FOXO1, FOX03, UCP-2 y HO-1 en tejido pancreético, cardiaco, adiposo epididimal y

adiposo subcutaneo de ratas alimentadas con una dieta alta en colesterol.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el cambio que se produce en la expresion de PPARy, PGC-1la, FOXO1,
FOXO03, UCP-2 y HO-1 en tejido pancreatico, cardiaco, adiposo epididimal y adiposo
subcutaneo de ratas tratadas con una dieta control, dieta control suplementada con
quercetina, dieta alta en colesterol y dieta alta en colesterol suplementada con

quercetina.

2. Determinar la bionsintesis de insulina en tejido pancreatico de ratas tratadas con una
dieta control, dieta control suplementada con quercetina, dieta alta en colesterol y dieta

alta en colesterol suplementada con quercetina a través de inmunohistoquimica.



MATERIALES Y METODOS
Grupos experimentales

Se utilizaron 4 grupos de ratas machos Wistar (150-200g, 5 semanas), los que fueron
alimentados isocaléricamente y ajustando cada semana la cantidad de alimento a la ingerida
por el grupo con menor consumo. Las ratas fueron alimentadas durante 4 semanas con las

siguientes dietas prefabricadas (TestDiet, St. Louis, Misuri, EEUU):

— Grupo 1 (n=8): dieta control (TestDiet 58R4) con 17,3% proteina, 4,3% grasa, 4,8%
fibra, 67% carbohidratos y 0% colesterol.

— Grupo 2 (n=6): dieta control (TestDiet 58R4) suplementada con 0,5% de quercetina.

— Grupo 3 (n=9): dieta alta en colesterol (TestDiet 58R6) con 20,2% proteina, 20,1%
grasa, 5,6% fibra, 45,2% carbohidratos y 1,25% colesterol.

— Grupo 4 (n=8): dieta alta en colesterol (TestDiet 58R6) suplementada con 0,5% de

quercetina.

Al final del estudio las ratas se anestesiaron y fueron sacrificadas por exanguinacion.
Posteriormente se extrayeron las muestras de tejido pancreético, cardiaco, grasa subcutanea
y epididimal. Una porcion de estos tejidos fue incubada con ARN “later”/-80°C/48h para
andlisis de la expresion génica por PCR cuantitativa (QPCR, por sus siglas en inglés
“quantitative polymerase chain reaction”) y la otra porcion fue fijada en paraformaldehido
4% para su posterior analisis inmunohistoquimico. El procedimiento fue autorizado por el
“Comité de Bioética sobre investigacion en animales” de la Facultad de Medicina, U. de

Chile, nimero de certificacion CBA #0586 FMUCH.
Cuantificacion de la expresion génica

Extraccion de ARN

Se realizd siguiendo las indicaciones recomendadas por el fabricante, usando TRIzol
(Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA), reactivo que permite la extraccién del ARN,

manteniendo su integridad durante la homogenizacion del tejido.

10



- Preparacion de la muestra: Se utilizaron 50 mg de tejido por cada ml de TRIzol® y se
homogeneizaron durante 30 segundos en frio para evitar la degradacion del ARN. Se
descartd la fase lipidica de los homogeneizados de muestras grasas luego de la

centrifugacion a 12000g/4°C/10min y las muestras fueron almacenadas a -80°C.

- Separacion de fases: Muestras fueron incubadas con TRIzol® a temperatura
ambiente/5min para permitir la completa disociacion de los complejos de nucleoproteinas,
luego se adicionaron 0,2 ml de cloroformo por cada ml de TRIzol® utilizado. Muestras
fueron agitadas suavementente, manteniéndolas a temperatura ambiente/3-4min y
posteriormente, centrifugadas a 12000g/4°C/15min. Se obtuvieron 2 fases, una roja que
contenia el ADN vy proteinas, y una fase incolora que contenia el ARN, de las que so6lo se

extrajo la fase incolora.

- Precipitacion de ARN: Se adicionaron 0,5 ml de isopropanol al ARN para que precipitara
en forma de “pellet”. Luego las muestras fueron mezcladas suavemente, incubadas a

temperatura ambiente/10min y finalmente centrifugadas a 12000g/4°C/10min.

- Lavado de ARN: Se removieron los sobrenadantes de los tubos, dejando solo los “pellets”
de ARN, y se agregar6 1 ml de etanol al 75% a cada muestra. Las muestras fueron agitadas
con un vortex y centrifugadas a 7500g/4°C/5min. El etanol fue removido con la ayuda de
una pipeta y luego se mantuvieron los “pellets” a temperatura ambiente para permitir la

evaporacion del etanol restante.

- Re-suspension del ARN: una vez evaporado el etanol se agregaron 20 pl de agua libre de
nucleasas e incubaron en bafio seco a 60°C/10-15min. Las muestras fueron almacenadas a -
80°C.

Cuantificacién de ARN

Se utilizd el equipo de espectofotometria Infinite® 200PRO NanoQuant (Tecan®,
Mannedorf, Suiza) para medir la concentracion y pureza del ARN extraido usando el ratio
A260/A280. Se realizaron las diluciones necesarias para obtener muestras con una
concentracion de ARN de 2000 ng/pl.
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Sintesis de ADNCc a partir de ARN

La sintesis de ADN complementario (ADNCc) fue efectuada mediante la enzima “Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase” (M-MLV RT). Se agregaron 2 pl de
Oligo(dT)15 Primer (500 pg/ml, C110A, Promega®) a cada muestra, considerando también
un control negativo, y fueron incubadas a 70°C/5min en el termociclador T Personal
(Biometra®). Se prepar6 una mezcla de los siguientes dNTPs a 5 mM: dATP 100 mM
(BM-0652), dCTP 100 mM (BM-0653), dGTP 100 mM (BM-0654) y dTTP 100 mM (BM-
0655) todos de la marca Winkler®. Se prepard también una solucién madre, que por cada
muestra utilizada debia contener lo siguientes componentes, la mayoria de Promega®: 5 pl
de M-MLV RT 5X Buffer (M531A), 2,5 ul de la mezcla de dNTPs, 0,675 pl de
“Recombinant RNasin” (40u/pl, N251A) un inhibidor de ribonucleasas, 1 pl de M-MLV
RT (200u/ul, M170A) y 3,875 ul de agua libre de nucleasas. Se agregaron 13 pul de la
solucion madre a cada muestra de ARN utilizada. Las muestras fueron incubadas a 42°C/1h
en el termociclador T Personal y almacenadas a -20 °C.

Determinacién de la expresion génica mediante gPCR

Se prepar6 otra solucion madre con los siguientes componentes: 6,25 pl de 2X Brilliant Il
SYBR® Green QPCR Master Mix (600828-51, Agilent®), 0,5 pl del “primer”
correspondiente y 3,75 ul de agua libre de nucleasas. Los “primers” fueron disefiados en la
plataforma de “The National Center for Biotechnology Information” (NCBI) llamada
“Primer-BLAST”, sintetizados por IDT®. Se disefiaron “primers” para los siguientes
genes: PPARy, PGC-1a, FOXO01, FOXO3, UCP-2, HO-1 y B-actina (ACTB), todos a
200nM, y gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenada (GAPDH) a 400 nM. A cada reaccion de
PCR se le agregaron 2 ul de la muestra de ADNc (800ng/ul) y 12,5 ul de la solucion
madre. Las muestras fueron agitadas suavemente y luego se midieron en el equipo de “Real

Time-PCR” Mx3000P (Agilent®).
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Andlisis de la expresién génica

Se cuantificd la expresion de los genes a través de PCR en tiempo real utilizando el método
de Pfaffl, un modelo matematico de cuantificacion relativa que compara la expresion del
gen de interés (“target”) con la expresion de un gen constitutivo o de referencia (“ref”), los
cuales fueron GAPDH para tejido cardiaco y pancreatico y ACTB para tejido adiposo
epididimal y subcutaneo. El método de Pfaffl utiliza la siguiente férmula:

[E ta,r.getjﬂ.fptrzrgar {control—sample)

ratio = (E Tef:]g,fpraf ({control—sample )

donde E es la eficiencia y ACP la diferencia de los Ct (“Cycle threshold”) obtenidos con la
curva estandar para el “primer” y el PCR en tiempo real, respectivamente. Los datos
obtenidos fueron sometidos a un test ANOVA de dos vias para determinar los efectos
principales, es decir el efecto de la dieta HC y el efecto de quercetina, y la interaccion entre
ellos. Luego los datos fueron sometidos a un “post hoc” de Bonferroni. Todos los analisis
estadisticos se desarrollaron con el software Graphpad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA).

Inmunohistoquimica

Se realizo la deteccion de insulina en tejido pancreético a través de inmunohistoquimica.
Para esto se realizaron cortes transversales seriados del tejido de 10 um, los cuales fueron
fijados con paraformaldehido 4% y parafina e incubados a 4°C previo al analisis

inmunohistoquimico.

Desparafinacion y recuperacion antigénica

Las muestras fueron incubadas a 60°C/90min y sumergidas en el siguiente tren hidratante:
xilol 1/5min, xilol 11/5min, etanol 100% I/3min, etanol 100% I1/3min, etanol 96% I/3min,
etanol 96% I1/3min, etanol 70%/3min, etanol 50%/3min, etanol 25%/3min, agua destilada
I/5Smin y agua destilada [1lI/5min. Las muestras fueron sumergidas en &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) tibio (10mM, pH 8) e incubadas en una vaporera a
96°C/20min.
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Reconocimiento vy deteccidn antigénica

Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente/Smin y lavadas con agua
bidestilada/3min/2veces. Se realizaron lavados con PBS 1X (5min/2veces) y con PBS-
tritdn 0,1% (5min/lvez). Se secd el tejido y se delimitd con lapiz hidréfobo. Luego las
muestras fueron incubadas con la solucion bloqueadora (“Dako protein block™) por 10 min
y durante la noche se dejaron en humedad a 4°C, con 50 pl del anticuerpo primario de
cobayo anti-insulina (ab7842, Abcam, UK) dilucién 1:100 en PBS-triton 0,1%.
Posteriormente, las muestras fueron lavadas con PBS-tritdbn 0,1% (5min/3veces) e
incubadas a temperatura ambiente durante 1h (en oscuridad y humedad) con 50 ul del
anticuerpo secundario de cabra anti-cobayo (Alexa Fluor® 488, A11073, Thermofisher,
USA) dilucion 1:1000 en PBS-triton 0,1%. Las muestras fueron lavadas con PBS-triton
0,1% (3min/3veces) e incubadas a temperatura ambiente durante 10 segundos con 50 pul de
0,1 pg/ml DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol), un marcador fluorescente que se une a
secuencias de ADN. Luego las muestras fueron lavadas con PBS-Triton 0,1% (2 min/2
veces), PBS 1X (1min/2veces) y con flujo de agua bidestilada. Se incubaron con medio de
montaje DAKO® (1h a temperatura ambiente, en humedad y oscuridad). Posteriormente,
las muestras fueron observadas mediante microscopia de fluorescencia (microscopio
Zeiss®, modelo Scope Al) y fotografiadas con camara digital (Canon EOS Rebel T3). Las
imagenes fueron procesadas con el programa AxioVision® SE64 (Carl Zeiss Microscopy,
LLC, Thornwood, NY, USA) mediante el cual se midié la sefial fluorescente de las
imagenes y el area de 6-8 secciones por muestra. La fluorescencia fue normalizada al

tamano del islote, del tejido y del fondo.
Los datos obtenidos a través de las inmunofluorecencias fueron sometidos a un test

ANOVA de dos vias y un “post hoc” de Bonferroni, para estimar los efectos principales y

la interaccion entre ellos.
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RESULTADOS

Tabla Nro. 1: Efecto de la alimentacién con una dieta alta en colesterol y suplementada
con quercetina en ratas sobre la modulacion de la expresion de PPARy, PGC-1a y FOXO1

(expresion relativa) en tejido pancreético.

_ _ _ _ Valor p
Genes  C (n=8) CQ (n=6) HC (n=9) HCQ (n=18) He 50 HCXSO
PPARY 1,000+£0,134 0,301+0,024 1,683+0,210 1,146 £0,029 <0,0001 0,0005 0,6061
PGCla 1,000£0,290 2,698+0,616 1,925+0,489 3,326 +£0,483 0,1321 0,0061 0,7748

FOXO1 1,000+0,178 0,163+0,038 1,033+0,082 0,038 + 0,008 0,7319 <0,0001 0,5545

C= dieta control, CQ= dieta control con 0,5% quercetina, HC= dieta dieta alta en colesterol, HCQ= dieta
alta en colesterol con 0,5% quercetina. HC= efecto dieta HC, SQ= efecto suplementacion con quercetina,
HCxSQ= interaccién entre dieta HC y suplementacion con quercetina.

PPARy= receptor activado proliferador de peroxisomas gama, PGC-1¢o= coactivador del receptor activado
proliferador de peroxisomas gama 1 alfay FOXO1= “Forkhead” caja subclase OI, por sus siglas en inglés.

Los valores son expresados como promedio + SE, o error estandar.

La dieta HC sélo aumentd la expresion de PPARy (p <0,0001) mientras que la
suplementacion con Q modifica la expresion de PPARy, PGC-1a y FOXO1 (p = 0,0005).
La dieta HC no tuvo efecto sobre la expresion de PGC-1a en pancreas, sin embargo la
suplementacion con Q aumento la expresion de PGC-1a en la dieta C y HC (p <0,0061). La
dieta HC no tuvo efecto sobre la expresién pancreatica de FOXO1, sin embargo la
suplementacion con Q disminuyo la expresion de FOXOL1 en la dieta C y H (p <0,0001)
(Tabla Nro. 1). No hubo interaccion entre la dieta HC y la suplementacion con Q sobre la

expresion de los genes medidos en tejido pancreatico.
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Tabla Nro. 2: Efecto de la alimentacion con una dieta alta en colesterol y suplementada
con quercetina en ratas sobre la modulacién de la cantidad de insulina (URF/area) presente

en tejido pancreatico.

Valor p

Insulina C CQ HC HCQ
HC SQ HCxSQ

Insulina 4,168 + 0,295 6,363 +0,803 2,838+0,295 6,823+0,242 0,1375 <0,0001 0,2732

C=dieta control, CQ= dieta control con 0,5% quercetina, HC= dieta alta en colesterol, HCQ= dieta alta en
colesterol con 0,5% quercetina. HC= efecto dieta HC, SQ= efecto suplementacién con quercetina, HCxSQ=
interaccion entre dieta y suplementacién con quercetina. URF= unidad relativa de fluorescencia.

Los valores son expresados como promedio + SE, o error estandar.

La dieta HC no tuvo efecto sobre la cantidad de insulina presente en pancreas. Sin embargo
la suplementacién con Q, tanto en la dieta C como la dieta HC, aument6 la cantidad de
insulina (p <0,0001). No hubo interaccion entre el efecto dieta HC y la suplementacion con
quercetina (Tabla Nro. 2). El efecto de la suplementacion con Q puede ser apreciado en la
Figura Nro. 1 que muestra la cantidad de insulina en tejido pancreético de los distintos

grupos experimentales.
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Figura Nro. 1: Inmunotincién para insulina en cortes histolégicos de tejido pancreético, utilizando un
anticuerpo anti-insulina y FITC, ademéas de inmunotincién de los nicleos celulares a través de DAPI. Los
cortes histoldgicos fueron analizados por microscopia de fluorescencia (microscopio Zeiss®, modelo Scope
Al) y fotografiados con camara digital (Canon EOS Rebel T3). C= dieta control, CQ= dieta control con 0,5%
guercetina, HC= dieta alta en colesterol, HCQ= dieta alta en colesterol con 0,5% quercetina. Magnificacion

10X, insercion 40X.
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Tabla Nro. 3: Efecto de la alimentacién con una dieta alta en colesterol y suplementada
con quercetina en ratas sobre la modulacion de la expresion génica de PPARy, PGC-1a,
FOXO1, FOX03, UCP-2 y HO-1 (expresion relativa) en tejido adiposo epididimal.

B _ _ _ Valor p
Genes C (n=8) CQ (n=6) HC (n=9) HCQ (n=8) He 50 HCXSO

PPARy 1,000 + 0,106 0,836 + 0,183 1,665+0,101 0,939+0,238 0,0308 0,0131 0,1092
PGCla 1,000 +0,068% 0,883+ 0,047 0,732+0,033% 1,108+0,066° 0,7643 0,0781 0,0015
FOXO1 1,000+0,112*% 1,145+0,423® 1717+0,114° 0,934+0,082° 0,1115 0,0529 0,0071
FOXO3 1,000 +0,231 1,828 + 0,134 1,073+0,084 2,177+0,241 0,2920 <0,0001  0,4870
UCP-2 1,000 + 0,056 1,400 = 0,070 0,741+£0,124 1,108+0,120 0,0015 <0,0001 0,7144
HO-1 1,000 + 0,084 0,889 £ 0,239 1,471 +0,056 1,140+0,052 0,0018 0,0390 0,2861

C= dieta control, CQ= dieta control con 0,5% quercetina, HC= dieta alta en colesterol, HCQ= dieta
alta en colesterol con 0,5% quercetina. HC= efecto dieta, SQ= efecto suplementacién con quercetina,
HCxSQ= interaccidn entre dieta y suplementacién con quercetina.

PPARy= receptor activado proliferador de peroxisomas gama, PGC-1a= coactivador del receptor
activado proliferador de peroxisomas gama 1 alfa, FOXO1= “Forkhead” caja subclase O1, FOXO3=
“Forkhead” caja subclase O3, UCP-2= proteina desacoplante 2 y HO-1= hemo-oxigenasa 1, por sus
siglas en inglés.

a y b indican diferencias estaditicamente significativas (p <0,05). Los valores son expresados como
promedio * SE, o error estandar.

La dieta HC aumentd la expresion de PPARy y de HO-1 (p = 0,0308 y 0,0018,
respectivamente) y la suplementacién con Q disminuyd su expresion respecto a la dietas no
suplementadas con Q (p = 0,0131 y 0,0390, respectivamente). La dieta HC aumentd la
expresion de FOXO1 en un 72% y la suplementacion con Q sélo tuvo efecto cuando se
administra con HC (p = 0,0071), disminuyendo la expresion de FOXOL1 en un 46% y re-
estableciendo de esta forma los niveles de ARNm a la situacion con dieta C. La dieta HC
no tuvo efecto sobre la expresion de PGC-1a y la suplementacion con Q solo tuvo efecto
cuando se administr6 con la dieta HC (p = 0,0015), aumentando su expresion en un 51%.
La dieta HC no tuvo efecto sobre la expresion de FOXO3, sin embargo la suplementacion
con Q en ambas dietas aumentd la expresion de FOXO3 respecto a las dietas no
suplementadas (p <0,0001). La dieta HC disminuyd la expresion de UCP-2 (p = 0,0015) y
la suplementacion con Q aumentd su expresion respecto a la dietas no suplementadas con Q
(p <0,0001) (Tabla Nro. 3).
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Tabla Nro. 4: Efecto de la alimentacién con una dieta alta en colesterol y suplementada
con quercetina en ratas sobre la modulacion de la expresion génica de PPARy, PGC-1a,
FOXO01, FOX03, UCP-2 y HO-1 (expresion relativa) en tejido adiposo subcutaneo.

Valor p

HC SQ HCxSQ
PPARy 1,000+0,269 1,139+0,336 0,473+£0,066 0,416+£0,068 0,0055 0,8409 0,6309
PGCla 1,000+0,101 0,733 +0,044 0,454 +0,038 0,322+0,101 0,0007 0,0889  0,5454
FOXO1 1,000+0,093* 0,928 +0,106®® 0,587 +0,058° 1,150+ 0,071*® 0,2632 0,0056  0,0005
FOXO3 1,000+0,200 3,264 +0,661 1,491+0441 2,976 +0,317 0,8000 0,0003 0,3402
UCP-2  1,000+0,123 1,001 £0,058 0,554 £0,059 0,877 +£0,047 0,0040 0,0787  0,0809
HO-1 1,000 +0,161* 2,164 +0,486° 3,303 +0,137° 1,938 +0,104® 0,0003 0,6735 <0,0001

Genes C (n=8) CQ (n=6) HC (n=9) HCQ (n=18)

C= dieta control, CQ= dieta control con 0,5% quercetina, HC= dieta alta en colesterol, HCQ=
dieta alta en colesterol con 0,5% quercetina. HC= efecto dieta, SQ= efecto suplementacion con
quercetina, HCxSQ= interaccion entre dieta y suplementacion con quercetina.

PPARy= receptor activado proliferador de peroxisomas gama, PGC-1o= coactivador del receptor
activado proliferador de peroxisomas gama 1 alfa, FOXOI= ‘“Forkhead” caja subclase Ol,
FOX03= “Forkhead” caja subclase O3, UCP-2= proteina desacoplante 2 y HO-1= hemo-
oxigenasa 1, por sus siglas en inglés.

a, b y ¢ indican diferencias estaditicamente significativas (p <0,05). Los valores son expresados
como promedio * SE, o error estandar.

La dieta HC disminuyd la expresién de PPARy (p = 0,0055) y la suplementacion con Q no
tuvo efecto sobre su expresion. La dieta HC disminuyd la expresion de PGC-1a y de UCP-
2 (p = 0,0007 y 0,0040, respectivamente) y la suplementacion con Q no tuvo efectos sobre
sus expresiones. La dieta HC disminuyd la expresion de FOXOL1 en un 41% en ausencia de
Q. La suplementacion con Q sélo tuvo efecto cuando se administré con la dieta HC (p =
0,0005), aumentado su expresion en un 96%. La suplementacion con Q en la dieta HC
previene la disminucion en la expresion de FOXO1 inducida por HC, re-estableciendo de
esta forma el nivel de ARNm a la situacion con dieta C. La dieta HC no tuvo efecto sobre
la expresion de FOXO3, sin embargo la suplementacion con Q aumentd la expresion de
FOXO3 (p = 0,0003). La dieta HC aumentd la expresion de HO-1 en un 230% (p = 0,0003)
en ausencia de Q. La suplementacion con Q modula la expresién de HO-1 en forma distinta
de acuerdo a la dieta (p <0,0001). La suplementacion con Q aumenté la expresion de HO-1
en un 116% al ser administrada con la dieta C y disminuy0 su expresion en un 41% con la
dieta HC. Sin embargo, la suplementacién con Q en la dieta HC no previno completamente

el aumento en la expresion de HO-1 inducido por HC (Tabla Nro. 4).
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Tabla Nro. 5: Efecto de la alimentacién con una dieta alta en colesterol y suplementada
con quercetina en ratas sobre la modulacion de la expresion génica de PPARy, PGC-1a,
FOXO1, FOX03, UCP-2 y HO-1 (expresion relativa) en tejido cardiaco.

G C (n=8) CQ (n=6) HC (n=9) HCQ (n=8) Valorp
enes n= n= n= n=

HC SQ  HCxSQ
PPARy 1,000 +0,072 1,078 £ 0,145 1,332 + 0,040 1,120 + 0,093 0,0562 0,4772 0,1314

PGCla 1,000 +0,103® 0,847 40,215 0,652 +0,081* 1,227 +0,097° 0,8927 0,0806 0,0044
FOXO1 1,000+0,083% 2,264+0,676® 5,382+0,469° 3,570 +0,383" <0,0001 0,5297 0,0015
FOXO3 1,000+0,032% 4,624+1,297° 3,296 +0,834%" 2424 +0,138% 0,9467 0,0592 0,0027
UCP-2 1,000 £0,075% 1,237+0,231* 1,640+0,209° 0,945 +0,112* 0,3023 0,1779 0,0093
HO-1 1,000 = 0,077 1,592 + 0,142 0,566 + 0,026 1,354 £ 0,214 0,0189 0,0001 0,4112

C= dieta control, CQ= dieta control con 0.5% quercetina, HC= dieta alta en colesterol, HCQ= dieta alta
en colesterol con 0.5% quercetina. D= efecto dieta, SQ= efecto suplementacion con quercetina, DxSQ=
interaccion entre dieta y suplementacion con quercetina.

PPARy= receptor activado proliferador de peroxisomas gama, PGC-1 = coactivador del receptor activado
proliferador de peroxisomas gama 1 alfa, FOXOI= “Forkhead” caja subclase Ol, FOXO3= “Forkhead”
caja subclase O3, UCP-2= proteina desacoplante 2 y HO-1= hemo-oxigenasa 1, por sus siglas en inglés.

a, b y c indican diferencias estaditicamente significativas (p <0,05). Los valores son expresados como
promedio + SE, o error estandar.

Tanto la dieta HC como la suplementacion con Q no tuvieron ningun efecto sobre la
expresion de PPARy en tejido cardiaco. La dieta HC no tuvo efecto sobre la expresion de
PGC-1a y la suplementacién con Q modul6 su expresion en forma distinta de acuerdo a la
dieta (p = 0,0044), aumentado la expresion de PGC-1a en un 88% con la dieta HC y sin
efectos en la dieta C. La dieta HC aumentd la expresion de FOXO1 en un 438%
(p<0,0001). La suplementacién con Q modulé la expresion de FOXO1 en forma distinta de
acuerdo a la dieta (p = 0,0015), sin efecto con la dieta C y disminuyendo su expresién en un
34% con la dieta HC. Sin embargo, la suplementacion con Q en la dieta HC no previno
completamente el aumento en la expresion de FOXO1 inducido por HC con respecto a la
dieta C. La dieta HC no tuvo efecto sobre la expresion de FOXO3 y la suplementacion con
Q tuvo efectos solo en la dieta C, donde aumento su expresion en un 362% (p = 0,0027).
La dieta HC aument6 la expresion de UCP-2 en un 64% y su suplementacion con Q
disminuyd su expresion en un 42% (p = 0,0093), re-estableciendo los niveles de ARNm
con respecto a la dieta C. La dieta HC disminuy¢ la expresion de HO-1 (p =0,0189) y la

suplementacion con Q aumento su expresion en ambas dietas (p = 0,0001) (Tabla Nro. 5).
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DISCUSION

Ademaés del analisis de la expresion génica en los distintos tejidos y la determinacion de la
cantidad de insulina presente en pancreas, se midieron otros parametros fisiologicos en las
ratas, esto dentro del marco de la investigacion financiada por Fondecyt. Algunas de estas
mediciones fueron los niveles de insulina y glucosa en plasma, donde la dieta HC
disminuy0 los niveles de insulina a un 45% y aumento la glicemia en un 36%. También se
realizd un test de tolerancia a glucosa en donde las ratas alimentadas con la dieta HC
presentaron un aumento en el area bajo la curva (ABC) de un 47%, lo que denota una
intolerancia a glucosa en ratas tratadas con la dieta HC. La suplementacion con Q previno
estas alteraciones en el control glicémico inducidas por la dieta HC (Carrasco-Pozo et al.,
2016b).

También se evalué el perfil lipidico, donde ratas alimentadas con la dieta HC presentaron
niveles elevados de colesterol total (un aumento de 74%), ademas de una disminucion en
los niveles de HDL (63%) y un aumento en los niveles de LDL y VLDL (114 y 100%,
respectivamente). La suplementacién con Q previno el aumento en los niveles de colesterol
en plasma y atenud las demas alteraciones en el perfil lipidico inducidas por la dieta HC
(Carrasco-Pozo et al., 2016b). La dieta HC también produjo un aumento en los niveles de
triglicéridos circulantes®. En el caso especifico del tejido pancreatico también se comprobé
que la dieta HC indujo una acumulacién de colesterol en pancreas, alteracion que fue

prevenida con la suplementacion de quercetina (Carrasco-Pozo et al., 2016b).

Las ratas alimentadas con la dieta HC desarrollaron hipertrofia ventricular izquierda y
presentaron, ademas, una disminucion en la funcién diastélica y mayores niveles de
colesterol en el tejido. También presentaron lipoperoxidacion en tejido adiposo epididimal

y subcutaneo?.

Los resultados anteriormente nombrados permitiran un mejor entendimiento y discusion de

los resultados obtenidos en la presente memoria de titulo.

! CARRASCO-POZO, C. 2016. [comunicacion personal]. Proyecto Fondecyt 11130232.
2 CARRASCO-POZO, C. 2016. [comunicacion personal]. Proyecto Fondecyt 11130232.
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Tejido pancreético
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|

1 PGC-1a
| FOX01
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Impide acumulacién de colesterol 1 Colesterol en pancreas
1 Proliferacion de células | Insulinemia
1 Secrecion de insulina 1 Glicemia
| Glicemia l

Disfuncion en el control glicémico

Figura Nro. 2: Efecto de la suplementacion con quercetina sobre la expresion génica en

tejido pancredtico y su relacién con la funcién pancredtica. (Simbolo “|— representa

“prevencion o atenuacion de” y simbolo “|” representa “induccion de”).

La suplementacion con quercetina aumento la expresion de PGC-la y disminuyd la
expresion de FOXO1 en pancreas. PGC-1a se asocia a un aumento en la expresion de
enzimas claves en el catabolismo lipidico y esenciales en la secrecion de insulina en células
B, tales como la enzima ATGL (“adipose triglyceride lipase”) y HSL (“hormone sensitive
lipase”) (Oropeza et al., 2014). De esta manera PGC-la impide la acumulacion de
colesterol en células B (Oropeza et al., 2014), lo que permite la adecuada secrecion de
insulina. La secrecion de esta hormona también depende de la adecuada sintesis de ATP,
donde PGC-1a tiene un efecto al regular la expresion de diversos genes mitocondriales
(Mitra et al., 2012) y asi, la correcta secrecion de insulina permitiria una disminucion de la
glicemia. FOXO1, en cambio, se relaciona con una menor proliferacion y funcion de
células B (Kousteni, 2011), por lo tanto la inhibicion en su expresion inducida por la
suplementacion con quercetina permitiria una mejoria en el nimero y funcion de estas
células aumentando la secrecion de insulina. De esta manera, el efecto de quercetina sobre

la expresién de estos factores podria contribuir positivamente al mejoramiento de la

22



funcién B pancredtica, cantidad de insulina en pancreas y secrecion de ésta, y en el control
glicémico evidenciados en presencia de quercetina (Carrasco-Pozo et al., 2015; Carrasco-
Pozo et al., 2016b) (Figura Nro. 2). La dieta HC, sin embargo, no tuvo efecto sobre la
expresion de FOXO-1y PGC-1a, por lo que no estarian involucrados en la inhibicion de la
secrecién de insulina in vitro en células p (Carrasco-Pozo et al., 2015) ni en la tendencia a

disminuir sus niveles en pancreas in vivo (Carrasco-Pozo et al., 2016b).

El efecto de PPARy en la funcion de las células B es controversial, por un lado se ha
reportado que PPARy promoveria la secrecion de insulina y aumentaria la masa de células
B (Sharma y Alonso, 2014), pero por otro se ha reportado que PPARy no seria esencial para
la funcion de estas células (Welters et al., 2012). Ademaés, la sobre-expresion de PPARy
promueve una mayor salida de colesterol desde los tejidos a través de LXR (“Liver X
receptors”) en macrofagos (Baker et al., 2010) y adipocitos (Dong et al., 2011). En este
estudio la dieta HC aument6 la expresion de PPARY en pancreas, lo cual coincide con un
exceso de colesterol en este (Carrasco-Pozo et al., 2016b) y en los otros tejidos estudiados®,
en respuesta a un esfuerzo de ellos por disminuir sus niveles. Por otro lado, la
suplementacion con quercetina disminuyé la expresion de PPARy y el contenido de
colesterol en los tejidos, por lo que su efecto y el de la dieta HC sobre la expresién de este
gen no estarian involucrados en los efectos observados sobre el control glicémico y la

secrecion de insulina en pancreas.
Modulacién de la cantidad de insulina presente en tejido pancreatico

La dieta HC no tuvo efectos significativos sobre la cantidad de insulina en pancreas, a pesar
de que hubo una tendencia a disminuirla. Sin embargo, la dieta HC si logré disminuir los
niveles de insulina y aumentar la glicemia, los niveles de colesterol en plasma y en tejido
pancreatico (Carrasco-Pozo et al., 2016b). Se ha descrito anteriormente que la acumulacion
de colesterol en células B altera el metabolismo de la glucosa y reduce la secrecion de
insulina (Fryirs et al., 2009). De esta manera se puede concluir que la dieta HC constituiria

un estimulo negativo para el correcto control glicémico, debido a que disimuye los niveles

¥ CARRASCO-POZO et al., manuscrito en preparacion (2016). [comunicacion personal]. Proyecto Fondecyt
11130232.
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de insulina circulantes en ayunas, a pesar de no generar cambios significativos en la

cantidad de insulina presente en pancreas.

La suplementacion con quercetina aumentd la cantidad de insulina en pancreas
independientemente de la dieta administrada. Otros autores han observado que su
suplementacion no sélo promueve la secrecion de insulina in vivo e in vitro (Youl et al.,
2010; Carrasco-Pozo et al., 2015; Carrasco-Pozo et al., 2016b) sino que también aumenta
el nimero de células B en ratas sanas (Youl et al., 2010; Carrasco-Pozo et al., 2016b).
También previene las alteraciones sobre los niveles de glucosa en ayunas y el test de
tolerancia a glucosa inducidas por la dieta HC (Arias et al., 2014; Carrasco-Pozo et al.,
2016b). De esta manera, la suplementaciéon con quercetina previno la disfuncion sobre el
control glicémico inducido por la dieta HC (Figura Nro. 2) al normalizar los niveles de
glucosa e insulina en plasma (Carrasco-Pozo et al., 2016b) y al aumentar la cantidad de

insulina en células .

Tejido adiposo epididimal

__pitanc
— L N -

t PPARy 1 FOXO1 L UCP-2 THOH
1 dl;rohfer_a clony d | Sensibilidad a | Gasto energético 1 Resistencia a
iferenciacion de insulina + EROs insulina
adipocitos 1 Tamaiio de
adipocitos

Figura Nro. 3: Efecto de la dieta HC sobre la expresion génica en tejido adiposo epididimal
y relacién con su funcién: efecto protector de quercetina. (Simbolo “|—" representa

“prevencion o atenuacion de” y simbolo “|” representa “induccion de”. EROs = especies

reactivas derivadas del oxigeno).
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La dieta HC en tejido adiposo epididimal tiene efecto solo sobre la expresion de PPARYy,
FOXO1, UCP-2 y HO-1. La expresion de PPARYy en tejido adiposo epididimal aumenta en
ratas obesas (LOpez et al., 2003) y en tejido adiposo visceral de roedores alimentados con
una dieta alta en grasa y colesterol (Vidal-Puig et al., 1996, Kim et al., 2012), lo que estaria
asociado a una mayor proliferacion y diferenciacion de los adipocitos. PPARy también
promueve el almacenamiento de lipidos en tejido adiposo, y con ello, el crecimiento del
tejido adiposo visceral, lo que se correlaciona directamente con un mayor riesgo de
desarrollo de insulino-resistencia (Bjorndal et al., 2011). La sobre-expresion de FOXO1
aumenta el tamafio celular de adipocitos en tejido adiposo epididimal de ratones
alimentados con dieta alta en grasa (Nakae et al., 2003), promoviendo de esta manera una
mayor resistencia a insulina en este tejido, debido a que adipocitos de mayor tamafio
pierden la sensibilidad a la accién de esta hormona (Bjorndal et al., 2011). Dietas altas en
grasa sub-regulan genes relacionados con la adipogénesis en este tejido, como por ejemplo
UCP-2 (Kim et al., 2008; Pang et al., 2008) lo que podria disminuir el gasto energético
(Klaus et al., 2005) y aumentar la produccion de EROs (Lin et al., 2005; Dalgaard, 2011).
Estas dietas también aumentan la expresion de HO-1, el cual tendria un rol sobre la
adipogénesis y promoveria la resistencia a insulina (Jais et al., 2014). Es bien sabido que el
aumento en el tamafo del tejido adiposo visceral se asocia a mayores factores de riesgo
cardiometabdlicos, como menor sensibilidad a insulina, mayor presion sanguinea, lipidos
circulantes y marcadores de inflamacion (Porter et al., 2009). En este caso, el efecto que
tuvo la dieta HC sobre la expresion de los genes anteriormente nombrados conlleva al
crecimiento del tejido adiposo epididimal, a través de una hipertrofia de los adipocitos, lo
que a su vez podria tener efecto sobre la glicemia a través de una serie de procesos que
ocurren en cascada como consecuencia de su hipertrofia (Bjorndal et al., 2011). Lo primero
gue se genera es una lipdlisis aumentada, que lleva al aumento en circulacion de acidos
grasos. Estos generan una dislipemia, que a su vez estimula al higado a producir mas
glucosa, desarrollando en algin punto resistencia a insulina hepéatica y finalmente,
aumentando los niveles de glucosa en sangre (Bjorndal et al., 2011). De esta manera, es
posible que el efecto deletéreo de HC sobre el control glicémico, aumentando la glicemia y

diminuyendo la insulinemia en ayunas (Carrasco-Pozo et al., 2016b) esté mediado, en
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parte, por su efecto sobre la expresion de estos genes en tejido adiposo epididimal (Figura
Nro. 3).

La suplementacion con quercetina previno la sobre-expresion de FOXO1 inducida por la
dieta HC, la que se relacionaria con una disminucion en la hiperglicemia inducida por la
dieta (Nakae et al., 2003) y podria promover una disminuciéon en el tamafio de los
adipocitos y asi mejorar la sensibilidad a la insulina (Kim et al., 2009). Quercetina ademas
promovid un efecto contrario al de la dieta HC sobre la expresion de PPARy, UCP-2 y HO-
1. Investigaciones plantean que la quercetina tendria un efecto anti-obesidad y preventivo
contra el sindrome metabolico, al sub-regular la expresion de PPARy en tejido adiposo
visceral (Kim et al., 2012). Algunos polifenoles también estimulan la lipd6lisis al inducir la
expresion de UCP-2 en adipocitos (Bahadoran et al., 2013), promueven el gasto energeético
e inhiben la sintesis de acidos grasos, atenuando asi el desarrollo de obesidad (Klaus et al.,
2005) e incrementando el ingreso de glucosa a adipocitos en ratas (Anderson y Polansky,
2002 citado por Scalbert et al., 2005). La menor expresién de HO-1 en tejido adiposo
epididimal se relaciona con una menor glicemia en ayunas (Hosick et al., 2014). El efecto
de quercetina sobre la expresion de estos genes podria relacionarse, entonces, con un efecto
citoprotector en este tejido, al prevenir la alteracion en el control glicémico inducido por la
dieta HC (Carrasco-Pozo et al., 2016b) (Figura Nro. 3).

La dieta HC no tuvo efecto sobre la expresion de PGC-1a ni FOXO3 en tejido adiposo
epididimal, por lo tanto estos genes no estarian involucrados en los efectos deletéreos de
una dieta HC en este tejido. Sin embargo, la suplementacién con quercetina aumenté la
expresion de PGC-1la (con respecto a la dieta HC), lo que se relaciona con una mayor
biogénesis mitocondrial (Powell et al., 2007) y también aumento la expresion de FOXO3,
lo que podria ser beneficioso para la sefializacién de insulina y mantencién de reservas
energéticas (Maiese, 2015) contribuyendo de esta forma a la mejoria en el control

glicémico observado con quercetina (Carrasco-Pozo et al., 2016b).
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Figura Nro. 4: Efecto de la dieta HC sobre la expresién génica en tejido adiposo

9

subcutaneo y relacién con su funcion: efecto protector de quercetina. (Simbolo ““|—

representa “prevencion o atenuacion de” y simbolo “|” representa “induccion de”).

La dieta HC tiene efecto sobre la expresion de FOXO1l y HO-1 en tejido adiposo
subcutaneo. FOXO1 cumple un importante rol en la capacidad de almacenamiento de
lipidos en este tejido al permitir la formacion de nuevos adipocitos (Nakae et al., 2003) y su
expresion se correlaciona negativamente con la cantidad de triglicéridos en plasma en
humanos (Hammes et al., 2012). HO-1 puede ser inducido por la proteina activadora-1
(AP-1), la cual es activada por estrés oxidativo e inflamacion (Karin et al., 2001); por lo
tanto la dieta HC podria promover la expresion de HO-1 por estrés oxidativo, ya que induce
lipoperoxidacién en este tejido®. HO-1 ademéas cumple un importante papel en la
diferenciacion del tejido adiposo y su expresion estd aumentada en tejido adiposo
subcutaneo de pacientes obesos y con diabetes (Shakeri-Manesch et al., 2009; Bao et al.,
2010; Lehr et al., 2012). Su induccién en adipocitos atenua la adiposidad en ratones
alimentados con una dieta alta en grasa al suprimir la adipogénesis (Cao et al., 2012; Huang
et al., 2013). Tanto FOXO1 como HO-1 inducen una menor proliferacion y diferenciacion

*CARRASCO-POZO et al., manuscrito en preparacion (2016). [comunicacién personal]. Proyecto Fondecyt
11130232.
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de adipocitos en tejido adiposo subcutaneo alterando de esta forma el normal proceso de
adipogénesis. Esto disminuye la capacidad de neutralizar y almacenar el exceso de lipidos
de la dieta, perdiendo de esta manera la facultad de proteger a otros tejidos de condiciones
lipotoxicas (Bjorndal et al., 2011). Los lipidos provenientes de la dieta se almacenan en
tejido adiposo visceral y otros tejidos debido al inadecuado desarrollo del tejido adiposo
subcutaneo (Heilbronn et al., 2004; Porter et al., 2009; Lee et al., 2013; Gyllenhammer et
al., 2015), lo que constituye un problema ya que el crecimiento del tejido adiposo visceral
tiene directa relacion con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2
(Bjorndal et al., 2011). Ademas, la redistribucion de lipidos a tejidos ectopicos promueve el
desarrollo de resistencia a insulina en tejidos periféricos (Bjorndal et al., 2011) agravando
aun mas los factores de riesgo para el desarrollo de diabetes. Por lo tanto, es posible que el
efecto de HC sobre la disfuncion en el control glicémico (Carrasco-Pozo et al., 2016b) y
sobre el aumento en los niveles de triglicéridos circulantes®, esté mediado, en parte, por su

efecto sobre la expresion de estos genes en tejido adiposo subcutaneo (Figura Nro. 4).

La suplementacion con quercetina inhibe la sub-regulacién de FOXO1 y atenGa la sobre-
regulaciéon de HO-1 inducidas por HC en tejido adiposo subcutaneo, pudiendo relacionarse
con los efectos protectores del polifenol en este tejido. Por ejemplo, al normalizar la
expresion de FOXO1 permitiria el almacenamiento de lipidos y la diferenciacion de
nuevos adipocitos (Nakae et al., 2003). Por otro lado, quercetina inhibe la activacién de
AP-1 (Kobuchi et al., 1999) lo que contribuiria a atenuar la sobre-regulacion de HO-1

inducida por HC y asi constituir un mecanimo protectivo.

La dieta HC también disminuy6 la expresion de PPARy, PGC-la y UCP-2 en tejido
adiposo subcutaneo, pudiendo también ser parte de los mecanismos que afectan el control
glicémico en este tejido (Carrasco-Pozo et al., 2016b). Un aumento en la expresiéon de
PPARy promueve una mayor salida de colesterol desde los adipocitos (Dong et al., 2011)
por lo tanto la dieta HC impediria la salida de colesterol al disminuir la expresion de

PPARYy y también disminuiria la adipogénesis en este tejido (Grygiel-Gorniak, 2014). La

> CARRASCO-POZO et al., manuscrito en preparacion (2016). [comunicacion personal]. Proyecto Fondecyt
11130232.
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expresion de PGC-1a y UCP-2 esta disminuida en tejido adiposo subcutaneo de sujetos
obesos (Semple et al., 2004; Mahadik et al., 2012) y de ratones alimentados con una dieta
alta en grasas (Rong et al., 2007). La menor expresion de PGC-1a tendria un efecto sobre la
biogénesis mitocondrial (Chen et al., 2009a) lo que podria eventualmente contribuir al
desarrollo de resistencia a insulina y la menor expresion de UCP-2 disminuiria el gasto
energético (Mahadik et al., 2012). Por otro lado, la quercetina no tiene efecto sobre la
expresion de PPARy, PGC-1a, ni UCP-2, pero si logré aumentar la expresion de FOXO3
en este tejido, pudiendo ser parte de sus efectos favorables al mejorar la sefializacion de
insulina y mantener las reservas energéticas (Maiese, 2015), ademas se ha descrito que su
sobre-expresion en otros tejidos, como higado, reduce los niveles de colesterol en plasma

de ratones obesos (Tao et al., 2013).

Tejido cardiaco

0 o

1 FOXO1 1 UCP-2 | HO-1

l l l

1 Desacoplamiento mitocondrial | Funcién

1 Apoptosis celular OO
| Sintesis ATP antioxidante

1 Estrés oxidativo

Figura Nro. 5: Efecto de la dieta HC sobre la expresion génica en tejido cardiaco y su
relacion con la funcion cardiaca: efecto protector de quercetina. (Simbolo “|—" representa

“prevencion o atenuacion de” y simbolo “|” representa “induccion de”).
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La dieta HC sélo tuvo efecto sobre la expresion de FOXO1, UCP-2 y HO-1 en corazon
(Figura Nro. 5). La mayor expresion de FOXO1 y UCP-2 podrian jugar un rol importante
en la fisiopatologia en la falla cardiaca, FOXO1 al ser gatillada por estrés oxidativo
(Sengupta et al., 2011) y aumentar la apoptosis celular (Ronnebaum y Patterson, 2010), y
UCP-2 al relacionarse con desacoplamiento mitocondrial en miocardios de ratas con falla
cardiaca (Laskowski y Russell, 2008; Huang et al., 2016) y por disminuir la sintesis de
ATP (Powell et al., 2007, Laskowski y Russell, 2008). El efecto de HC sobre la expresion
de estos factores podria estar relacionado con su efecto negativo sobre la funcion cardiaca
observado en estudios asociados a esta memoria, donde el grupo de ratas alimentadas con la
dieta HC desarrolld hipertrofia ventricular izquierda ademas de disminuir su funcién

diastolica®.

La suplementacion con quercetina atenud los cambios en la expresion de FOXOL1 y previno
los cambios en la expresion de UCP-2 inducidos por la dieta HC, relacionandose
posiblemente con el efecto cardioprotector ejercido por quercetina, donde su
suplementacién previno la disfuncién cardiaca inducida por HC’ (Figura Nro. 5). Diversas
investigaciones han relacionado la menor expresion de FOXO1 (Chen et al., 2009b) vy

UCP-2 (Cao et al., 2015) en corazdn con un efecto cardioprotector.

HO-1 cumple un rol en la homeostasis cardiovascular y un papel citoprotector al ser
antioxidante (Wu et al., 2011). Su mayor expresion en corazon previene los efectos
deletéreos de dietas altas en grasa sobre el remodelamiento cardiaco, la presion arterial y el
control glicémico (Panchal et al., 2012) y se relaciona con menores niveles de colesterol en
plasma (Shen et al., 2013). Asi, la menor expresion de HO-1 también se podria relacionar
con un efecto negativo de la dieta HC sobre la funcion cardiaca (Figura Nro. 5) vy, del
mismo modo, el efecto beneficioso de quercetina sobre la salud cardiovascular pordria estar

mediada por un aumento en la expresion de HO-1

La dieta HC no tuvo efecto sobre la expresion de PPARy, PGC-1a ni FOXO3, por lo tanto

estos genes no se relacionarian con la disfuncion cardiaca inducida por HC. Sin embargo, la

® CARRASCO-POZO, C. 2016. [comunicacion personal]. Proyecto Fondecyt 11130232.
" CARRASCO-POZO, C. 2016. [comunicacion personal]. Proyecto Fondecyt 11130232.
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suplementacion con quercetina aumento la expresion de PGC-1a en ratas alimentadas con
la dieta HC, lo que promoveria una mejora en la funcion mitocondrial y una adecuada
sintesis de ATP (Haemmerle et al., 2011), fundamental para el correcto funcionamiento del

tejido cardiaco.

31



CONCLUSIONES

Los resultados de esta memoria de titulo contribuyen a entender el rol protector que tendria
quercetina frente al desarrollo de diabetes, obesidad y su co-morbilidad cardiovascular,

inducidos por la ingesta de una dieta alta en colesterol.

- En tejido pancreatico el efecto protector de quercetina sobre el control glicémico podria
relacionarse con su efecto sobre la expresion de PGC-1a y FOXO1, independientemente de
la dieta administrada. El efecto deletéreo de la dieta HC sobre el control glicémico no

estaria relacionado con su modulacion sobre la expresion de estos factores.

- En tejido adiposo epididimal el efecto protector de quercetina sobre la disfuncion en el
control glicémico inducido por una dieta HC podria explicarse, en parte, por la atenuacion
en las alteraciones en las expresiones de PPARy, UCP-2 y HO-1 inducidas por esta dieta.
El efecto protector de quercetina también podria deberse a un aumento en la expresion de
PGC-1a y FOXO3.

- En tejido adiposo subcutaneo el efecto protector de quercetina sobre la disfuncion en el
control glicémico inducido por una dieta HC podria estar mediado por la prevencion en la
alteracion en la expresion génica de FOXO1 y la atenuacién en la expresion de HO-1
inducida por una dieta HC. El efecto protector de quercetina también podria deberse a un
aumento en la expresién de FOXO3.

- En tejido cardiaco el efecto protector de quercetina sobre la disfuncién cardiaca inducida
por HC podria estar relacionado con la prevencion en la alteracion de la expresion génica
de UCP-2 y en la atenuacion de los cambios en la expresion de FOXO1 y HO-1 inducida
por una dieta HC. El efecto protector de quercetina también podria deberse a un aumento en

la expresion de PGC-1a.
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