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RESUMEN

Evidencia cientifica indica que la obesidad esta ligada a un bajo grado de inflamacién crénica
en el tejido adiposo asociado a un desbalance de las secreciones adipocitarias, el cual
promueve resistencia a la insulina y otros trastornos metabolicos asociados a la diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2). Este estudio evalué el efecto de los extractos acuosos e
hidroetanolicos de dos variantes de Chenopodium quinoa Willd. (C. quinoa) en mediadores
inflamatorio caracteristicos de la DMT2. La actividad antinflamatoria de C. quinoa fue
evaluada mediante la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-6 y TNF-a) Yy
mediadores lipidicos (PGE2y LTCs) en macrofagos peritoneales murinos con y sin previa
activacion con tioglicolato respectivamente, y en ambos ensayos también se evalud la
produccion de 6xido nitrico como estudio preliminar. Los extractos mas prometedores
(HYOH-PT y AQU-PT) fueron evaluados sobre la captacion de glucosa en adipocitos
murinos primarios. En adicion, el extracto HYOH-PT fue suplementado en la dieta de ratones
sanos para evaluar primeramente su efecto sobre los niveles plasmaticos de glucosa,
triglicéridos y colesterol total, y segundo para evaluar su efecto sobre la expresion génica de
adipoquinas en el tejido adiposo epididimal. Los resultados muestran que los extractos
hidroetanolicos de las dos variantes de C. quinoa tienen una fuerte inhibicion sobre la
produccion de 6xido nitrico, IL-6, PGE2 y LTCa, mientras que la captacion de glucosa no fue
modificada por todos los extractos evaluados. Los niveles de triglicéridos, el peso corporal
de los ratones asi como el peso del tejido adiposo tienden a disminuir tras el tratamiento con
la dieta suplementada con HYOH-PT. Por otra parte, la expresion génica de Leptina aumenta
significativamente, mientras que la expresion de IL-6 es disminuida tras la suplementacion
con HYOH-PT. Basado en nuestros hallazgos se concluye que C. quinoa presenta actividad
antinflamatoria y un potencial efecto antiobesidad para ser empleado como un tratamiento
coadyuvante para tratar los trastornos metabdlicos asociados a la DMT2.

Palabras claves: Diabetes Mellitus tipo 2, Inflamacion, Adipoginas, Chenopodium quinoa
Willd.



ABSTRACT

Scientific evidence indicates that obesity is linked to a low degree of chronic inflammation
in adipose tissue associated with an imbalance of adipocyte secretions, which promotes
insulin resistance and other metabolic disorders associated with diabetes mellitus type 2
(DMT?2). This study evaluated the effect of the aqueous and hydroethanolic extracts of two
variants of Chenopodium quinoa Willd. (C. quinoa) on characteristic inflammatory mediators
of DMT2. The anti-inflammatory activity of C. quinoa was evaluated by the production of
proinflammatory cytokines (IL-6 and TNF-o) and lipid mediators (PGE2 and LTC4) in
murine peritoneal macrophages with and without prior activation with thioglycollate
respectively, and also the production of nitric oxide was evaluated as a preliminary study in
both tests. The most promising extracts (HYOH-PT and AQU-PT) were evaluated on glucose
uptake in primary murine adipocytes. In addition, the HYOH-PT extract was supplemented
in the diet of healthy mice to evaluate first the effect on plasma levels of glucose, triglycerides
and total cholesterol, and second to evaluate the effect on adipokine gene expression in
epididymal adipose tissue. The results show that the hydroetanolic extracts of the two
variants of C. quinoa have strong inhibition of the nitric oxide production, IL-6, PGE2 and
LTC4, while the glucose uptake was not modified by all extracts evaluated. The triglycerides
levels, the mice body weight as well as the adipose tissue weight tend to decrease after
treatment with the diet supplemented with HYOH-PT. On the other hand, the Leptin gene
expression increased significantly, while the expression of IL-6 decreased after
supplementation with HYOH-PT. Based on our findings, we concluded that C. quinoa has
anti-inflammatory activity and a potential anti-obesity effect to be used as a coadjuvant
treatment to treat the metabolic disorders associated with DM T2.

Key words: Diabetes Mellitus type 2, Inflammation, Adipokines, Chenopodium quinoa
Willd.
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1. Introduccion

Actualmente, la Diabetes tipo 2 se ha convertido en un importante problema de salud a nivel
mundial debido a su alta prevalencia en la poblacién en general (Leonor Guariguata, Whiting,
Weil, & Unwin, 2011; Shaw, Sicree, & Zimmet, 2010). La diabetes ha aumentado
considerablemente en los Gltimos afios y se estima un incremento a 591.9 millones para el
afio 2035 (L. Guariguata et al., 2014). Recientes estudios han demostrado que uno de los
mecanismos responsables del desarrollo de la diabetes y sus complicaciones esta relacionado
con factores inflamatorios en la resistencia a la insulina inducida por la obesidad, por lo que
el aumento de tejido adiposo es un factor clave en el desarrollo de la resistencia a insulina.
(Fasshauer & Bliher, 2015; Mraz & Haluzik, 2014). Ante la evidencia de que un desbalance
en la produccion de las secreciones adipocitarias juega un rol importante en el desarrollo de
la diabetes tipo 2 y sus complicaciones, su regulacion se constituye en un blanco potencial
de nuevas alternativas terapéuticas (Bruun et al., 2003; Fasshauer & Bliher, 2015).

A pesar de que en la actualidad se cuenta con varias alternativas para el tratamiento de la
diabetes mediante la administracién de hipoglicemiantes, secretagogos e insulina, muchos de
estos tratamientos no presentan eficacia a largo plazo (Bjornstad & Eckel, 2018); raz6n por
la cual se vienen investigando nuevas estrategias para el tratamiento de la enfermedad y sus

complicaciones.

Asimismo, el hombre encuentra en el reino vegetal muchas fuentes alimenticias que
contienen componentes bioactivos, los cuales aportan mejoras sustanciales a su salud
ayudando a prevenir o tratar sus enfermedades (Pérez-Leonard & Heidy, 2006). En este
sentido, varias especies vegetales entre plantas medicinales y plantas alimenticias, han sido
evaluadas para identificar su actividad anti-inflamatoria y anti-diabética (Gushiken et al.,
2016).

Chenopodium quinoa Willd (C. quinoa) comunmente llamado quinua, es una planta
originaria del altiplano de Bolivia y Peru. Sus semillas forman parte de la alimentacién béasica
de las comunidades andinas de Bolivia los cuales se emplean para la elaboracién de sopas,
harinas y jugos entre otros tipos de meriendas secas. La quinua presenta un alto valor

nutricional y tiene una alta adaptabilidad de cultivo en diferentes condiciones agroecoldgicas
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(Filho et al., 2017; Reguera et al., 2018); por estas caracteristicas, la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), ha reconocido a la quinua
como un cultivo con capacidad de contribuir con la seguridad alimentaria mundial,

declardndose el 2013 como afio internacional de la quinua (FAO, 2011).

En adicion al aporte nutritivo que brindan las semillas de quinua, varios estudios han
reportado que este grano ancestral presenta una potente actividad antioxidante e
inmunoreguladora (Yao, Shi, & Ren, 2014; Yao, Yang, Shi, & Ren, 2014). Asi mismo,
estudios de compuestos aislados y/o fraccionados de las semillas de C. quinoa han
demostrado poseer un efecto anti-inflamatorio (Hu et al., 2017; G. Ren, Zhu, & Shi, 2017;
Yao, Shi, et al., 2014). Otros efectos benéficos en la salud que presenta la quinua abarcan
desde la regulacion de lipidos y glucosa sérica (Abellan Ruiz et al., 2017) hasta una probable
actividad anti-obesidad (A.S. Foucault et al., 2014).

Ante esta evidencia cientifica de actividad anti-inflamatoria y protectora contra la obesidad
que presentan los granos de quinua, el presente trabajo pretende dar respaldo cientifico a la
actividad moduladora de los extractos de C. quinoa sobre mediadores pro-inflamatorios
presentes en la obesidad y diabetes mellitus tipo 2, de tal manera que contribuya al

tratamiento coadyuvante de la diabetes.
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2. Objetivos
2.1.0bjetivo General

Evaluar el efecto de extractos de Chenopodium quinoa Willd. sobre mediadores
inflamatorios presentes en obesidad y diabetes de tipo 2 en modelos de cultivos primarios de

macrdfagos y adipocitos murinos.
2.2.0Dbjetivos especificos

1. Determinar la actividad anti-inflamatoria de los extractos de Chenopodium quinoa
Willd. en macrofagos peritoneales murinos, mediante la cuantificacion de Oxido
nitrico.

2. Determinar la actividad anti-inflamatoria de los extractos de Chenopodium quinoa
Willd. en macréfagos peritoneales murinos, mediante la cuantificacion de citoquinas
pro-inflamatorias.

3. Evaluar el efecto de los extractos de Chenopodium quinoa Willd. sobre la produccion
de prostaglandinas y leucotrienos en macrofagos peritoneales murinos.

4. Evaluar el efecto de los extractos de Chenopodium quinoa Willd. sobre la captacion
de glucosa en adipocitos primarios de tejido adiposo epididimal murino.

5. Evaluar el efecto de Chenopodium quinoa Willd. sobre los niveles plasmaticos de
glucosa, triglicéridos y colesterol total, en ratones alimentados con una dieta
suplementada con el extracto.

6. Determinar la actividad de Chenopodium quinoa Willd. sobre la produccion de
adipoquinas secretadas por el tejido adiposo en ratones alimentados con una dieta

suplementados con el extracto.
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3. Marco tedrico

3.1.Diabetes Mellitus tipo 2.

La diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) es una de las principales enfermedades no transmisibles
denominada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como la epidemia del siglo
XXI, habiéndose constituido un importante problema de salud a nivel mundial debido a la
alta morbilidad ocasionada por las complicaciones microvasculares (retinopatia, neuropatia
y nefropatia) y macrovasculares (ataque cardiaco, accidente cerebrovascular y enfermedad

vascular periférica) (Leonor Guariguata et al., 2011; Shaw et al., 2010).

El nimero de personas con diabetes se ha incrementado considerablemente a nivel mundial.
Hasta el afio 2013 se habia estimado que 381,8 millones de personas adultas de 219 paises
desarrollarian diabetes, incidencia que aumentaria hasta 591.9 millones para el afio 2035 (L.
Guariguata et al., 2014). Sin embargo, las expectativas sobre la incidencia global de la
diabetes se han incrementado en los Gltimos afios y se espera que aumente a 642 millones
para el afio 2040 (Ogurtsova et al., 2017). En Bolivia, la diabetes es la principal causa de
mortalidad entre las enfermedades crénicas no-comunicables; segun los datos que publicaron
el Instituto Nacional de Estadistica (INE) y el Ministerio de Salud, revelaron que en el afio
2016 se registraron 118.757 casos de diabetes tipo 2, siendo los departamentos de Santa Cruz,
La Paz y Cochabamba los que presentan mayor nimero de casos debido a la prevalencia de
sobrepeso, obesidad y el sedentarismo (Instituto Nacional de Estadistica, 2017; Ministerio de
Salud, 2017)

La DMT2 es un trastorno endocrino metabolico caracterizado por niveles elevados de
glucosa en sangre (hiperglucemia) acompafiados de una produccion excesiva de orina
compensada por la sensacion de sed y el incremento de la ingesta de fluidos, vision borrosa,
letargica y cambios en el metabolismo energético (Y. Lin & Sun, 2010). Este conjunto de
trastornos metabolicos se debe a una disfuncion de las células B-pancreaticas, deterioro en la
accion de la insulina y/o disminucion de la secrecion de insulina (Das Kunar & Elbein C.,
2006; D. Patel, Sk, Kumar, & Hemalatha, 2012). A pesar de que la predisposicion genética
es causa del 80% de susceptibilidad para desarrollar la enfermedad (Henquin et al., 2011),

estd demostrado también que la obesidad cronica promueve el desarrollo de la resistencia a

20



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS VIRGINIA VELIZ APAZA

la insulina y como consecuencia diabetes, que es causada por un desbalance en la secrecion
de diferentes hormonas y citoquinas que son producidas por el tejido adiposo, especialmente
en la region abdominal y alrededor de los 6rganos internos (Shoelson, Lee, & Goldfine,
2006). Uno de los mecanismos responsables del desarrollo de la diabetes y sus
complicaciones se debe a factores inflamatorios en la resistencia a la insulina inducida por la
obesidad, por lo que el aumento de tejido adiposo es clave en el desarrollo de la resistencia a
insulina (Deiuliis et al., 2011; Mraz & Haluzik, 2014).

3.2.Regulacion de los niveles de glucosa sanguinea.

La insulina es una hormona peptidica de 5.8 KDa secretada por las células  de los islotes
pancredticos y es una de las principales hormonas que regula los niveles sanguineos de
glucosa, la insulina estimula la captacion de glucosa de la sangre al interior de las células y
favorece el almacenamiento de la misma en células del musculo esquelético, tejido adiposo
e higado inhibiendo a la vez su produccion (Lin& Sun, 2010). La insulina regula la
produccion de glucosa hepética a través de multiples mecanismos. Cuando esta hormona se
une a su receptor hepatico, desencadena sefiales intracelulares que dan lugar a la inhibicion
de la formacidn de glucosa suprimiendo la glucogendlisis y gluconeogénesis (Edgerton et al.,
2001; Ramnanan et al., 2010) y suprime también la secrecion del glucagén (Edgerton et al.,
2006; Olivares Reyes & Arellano Plancarte, 2008; Titchenell et al., 2016). Ademas, la
insulina puede reducir la liberacién de acidos grasos libres y glicerol circulantes como
resultado de la inhibicion de la lipdlisis (Lewis, Vranic, Harley, & Giacca, 1997; Titchenell
et al., 2016) reduciendo asi, la produccidon de glucosa hepética (Edgerton et al., 2017). Es asi
que, la mayoria de las acciones de la insulina estan destinadas a la regulacion del
metabolismo energético aunque también se conoce de algunos efectos mitogénicos (Bastard
et al., 2006; Saltiel & Kahn, 2001).

3.2.1. Mecanismo de accion de la insulina.

El receptor de la insulina (IR) es una glicoproteina tetramérica que pertenece a la subfamilia
de receptores de tirosina cinasa, estd compuesto por dos subunidades o extracelulares y dos
subunidades B transmembranales con actividad intrinseca de tirosina cinasa que

autofosforilan residuos especificos de tirosina cuando la insulina se une a la subunidad o de
e —
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este receptor (Ward, Lawrence, Streltsov, Adams, & McKern, 2007; Whites, 2003; Whites
& Kahn, 1994), esta autofosforilacion promueve la activacion de este Ultimo para iniciar una
cascada de sefializacion activando la via de las cinasas activadas por mitdgeno (MAP cinasas)
y la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). Mientras que la via de las MAP cinasas regula
la sintesis de proteinas y los efectos mitogénicos de la insulina, la via de la PI3K es el
principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo de la
glucosa y lipidos, regulando la mayoria de los efectos asociados al metabolismo energético.
(Olivares Reyes & Arellano Plancarte, 2008; Whites, 2003).

La activacion del IR promueve la translocacion de sustratos del receptor de la insulina (IRS)
para que estas puedan ser fosforiladas y asi estimular su union a la subunidad reguladora de
Fosfatidilinositol 3 cinasa (P13-K) conduciendo a la activacion de este ultimo para reclutar a
la cinasa dependiente de PI13-K como PdK1 y AKT a la membrana plasmatica (Y. Lin & Sun,
2010; Sah, Singh, Choudhary, & Kumar, 2016). Posteriormente, PdK1 activa a AKT
mediante fosforilacion, AKT activada fosforila varias proteinas como glucégeno sintasa
quinasa 3 (GSK3B) (activa y dirige la sintesis de glucdgeno en el higado), AS160
(promueve translocacion del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana
citoplasmatica), el heterémero BAD-BCL2 (antiapoptético), y factores de transcripcion
FOXO (regulacion de la expresion génica) (Taguchi & White, 2008).

3.3.Resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina es un estado patologico en el que las células que generalmente
responden a la insulina dejan de hacerlo (Ramirez Alvarado & Sanchez Roitz, 2012). Esta
condicion se manifiesta generalmente por una disminucion en el transporte de glucosa
inducido por la insulina en células del tejido adiposo y tejido muscular, aumento en la
produccion de glucosa hepatica, aumento de la lipdlisis de triglicéridos en tejido adiposo y
alteraciones en el metabolismo de lipidos en tejido adiposo y hepatico (Bhattacharya, Dey,
& Roy, 2007; Chawla, Nguyen, & Goh, 2011) que resultan en hiperinsulinemia,
hiperglucemia e hiperlipidemia (Shulman, 2000). Estas condiciones son los primeros y mas
consistentes hallazgos en pacientes con DMT2 y personas obesas (Musi & Goodyear, 2006).

Ademas, la resistencia a la insulina se asocia frecuentemente con un nimero importante de
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enfermedades como la hipertension, infecciones cronicas y enfermedades de tipo

cardiovascular (Olivares Reyes & Arellano Plancarte, 2008).

Los mecanismos moleculares por los que se genera resistencia a la insulina son multiples e
incluyen una deficiente sefializacion de la insulina debido a mutaciones o modificaciones
postraduccionales del receptor de insulina o de moléculas efectoras camino abajo (Olivares
Reyes & Arellano Plancarte, 2008). En otras situaciones existen alteraciones en la unién de
la insulina a su receptor o en las proteinas de sefializacion debido a fosforilaciones y
desfosforilaciones inadecuadas de las proteinas involucradas en la sefializacion como Akt y
PI3K entre otras, las cuales pueden afectar la accion de la insulina resultando en resistencia
a la insulina (Wheatcroft, Williams, Shah, & Kearney, 2003).

Por otro lado, en 1998 se propusieron que los mecanismos involucrados en la respuesta de
fase aguda y la activacion del sistema innato pueden ser la base de la fisiopatologia de muchas
de las caracteristicas de laDMT2, en los que se incluye la intolerancia a la glucosa, resistencia
a la insulina, disminucion de la secrecion de la insulina, dislipidemia, hipertension,
aterosclerosis y obesidad central (Pickup & Crook, 1998). Desde entonces, esta hipotesis ha
sido muy apoyada por un gran namero de estudios que han demostrado que los niveles
plasmaticos de muchos marcadores inflamatorios son predictivos para el desarrollo eventual
de diabetes (Chen, 2006). Varios estudios han demostrado el rol de citoquinas pro-
inflamatorias y estrés endoplasméatico como causante de la resistencia a la insulina a través
de la activacién de serina quinasas como quinasa c-Jun N-terminal (JNK) y quinasa | Kappa
B (IKK-B) que promueve fosforilacion de IRS-1 a sitios serina (serina 302 y serina 307) que
regulan negativamente la sefializacion de la insulina (Ropelle et al., 2010). Ademas, IKK-f
fosforila a la proteina Ik que inhibe la translocacion del Factor nuclear kappa B (NF-kp),
Ikp es fosforilada en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias y es degradada en el proteasoma
para luego liberar a NF-kf y promover la expresion de varios genes que estan involucrados

en la induccion de resistencia a la insulina (Sah et al., 2016)

El tejido muscular y tejido adiposo son los principales responsables de la captacion de
glucosa estimulado por la insulina, alteraciones en estos tejidos juegan un rol importante en

la homeostasis de la glucosa en pacientes con DMT2 (Bjérnholm & Zierath, 2005), ademas,
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el tejido adiposo tiene un rol principal en el desarrollo de la resistencia a la insulina debido a
un desbalance en la produccion de adipoquinas que presentan diversos roles en la fisiologia

normal y en los procesos patolégicos que seran explicados mas adelante.

3.4.Tejido adiposo

En el organismo existen dos tipos de tejido adiposo; Tejido adiposo marron (TAM) y tejido
adiposo blanco (TAB). EI TAM se encarga de la termogeénesis corporal como consecuencia
de sus niveles elevados de la proteina UnCoupling Protein-1 (UCP-1) dentro de sus
mitocondrias que cortocircuita el acoplamiento de la cadena respiratoria a la ATP sintasa,
permitiendo asi la produccion de calor que tiene lugar particularmente en pequefios animales
y neonatos(Cannon & Nedergaard, 2004; Esteve Rafols, 2014). Por otro lado, el TAB es un
reservorio energético y se encarga del almacenamiento de lipidos en forma de triglicéridos
durante la ingesta excesiva y se encuentra ampliamente distribuida en el organismo (Esteve
Rafols, 2014). Sin embargo, en las Gltimas décadas el TAB ha sido descrito como un 6rgano
endocrino altamente heterogéneo que desempefia un papel importante en el metabolismo
energético (Booth, Magnuson, Fouts, & Foster, 2016; Galic, Oakhill, & Steinberg, 2010;
Prins, 2002).

Con el descubrimiento de la Leptina en 1994 el tejido adiposo es considerado como un 6rgano
endocrino (Adamczak & Wiecek, 2013; Y. Zhang et al., 1994), y en la actualidad se conoce
numerosas moléculas bioactivas sintetizadas y secretadas por los adipocitos con actividad
autocrina, paracrina y endocrina en diferentes 6rganos y tejidos como el higado, el masculo
esquelético, pancreas o corazon en la que se incluyen algunas citoquinas pero que en conjunto
se denominan como adipoquinas (Lehr et al., 2012; Romacho, Elsen, Réhrborn, & Eckel,
2014). Las mismas que estan estrechamente ligadas a la homeostasis y regulacion del
metabolismo energético (Romacho et al., 2014; Smitka & Marosova, 2015). Pero ademas, el
estroma del tejido adiposo esta formado por preadipocitos, células endoteliales, fibroblastos,
y varios tipos de células inmunitarias como macrofagos, células dendriticas, linfocitos T,
entre otros (Coelho, Oliveira, & Fernandes, 2013; Rajan & Longhi, 2016), los cuales le
atribuyen una actividad bioldgica compleja con capacidad de cambiar sus caracteristicas

estructuras, celulares y moleculares en funcién a las condiciones fisiologicas y patoldgicas
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que afectan su funcionalidad, término conocido como plasticidad (Y. H. Lee, Moattillo, &
Granneman, 2014; Pellegrinelli, Carobbio, & Vidal-Puig, 2016). Esta plasticidad del tejido
adiposo nos permite comprender la diferencia estructural (densidad vascular e inervacion) y
la diferencia entre los perfiles de expresion de adipoquinas y por ende, las diferencias
funcionales y metabdlicas que se aprecian entre el tejido adiposo subcutaneo (TAS) vy el
tejido adiposo visceral (TAV) (Badimon & Cubedo, 2017; Booth et al., 2016). Siendo este
altimo el TAB mas perjudicial debido a que presenta un perfil inflamatorio agudo mas alto
que el TAS y que esta asociado con el incremento de riesgo para el desarrollo de enfermedad
cardiovascular, aterosclerosis, diabetes tipo 2 y otras enfermedades crénicas (Fantuzzi, 2005;
Maury & Brichard, 2010).

3.5.Tejido adiposo, obesidad, inflamacion y Diabetes tipo 2.

La obesidad es un estado patoldgico caracterizado por un excesivo almacenamiento de grasa
corporal que se traduce en un aumento de peso y esta determinado por un indice de masa
corporal (IMC) mayor o igual a 30 Kg/m?, siendo este un indicador de deterioro de la salud
por su asociacion con varias enfermedades metabdlicas que incluye resistencia a la insulina,
DMT2, hipertension, dislipidemia, higado graso no alcohdlico y enfermedad cardiovascular
(Hotamisligil & Ebru, 2008). La causa de la acumulacion de lipidos es la diferenciacion de
los preadipocitos a adipocitos, en el que se aprecia una desregulacion de los factores de
transcripcion de este proceso, donde se hace énfasis en la actividad del receptor gamma
activado por el proliferador de peroxisoma gama (PPARy), el cual es un factor
proadipogénico critico. Estudios han demostrado que la isoforma PPARY2, pero no PPARy1,
afecta profundamente la adipogénesis (D. Ren, Collingwood, Rebar, Wolffe, & Camp, 2002)
y que el aumento significativo de PPARy2 solo se aprecia en individuos con obesidad
morbida (Sewter, Blows, Considine, Vidal-Puig, & O’Rahilly, 2002). La adipogénesis
prolongada conduce a hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos (De Ferranti & Mozaffarian,
2008), lo cual incrementa la expresion de enzimas oxidantes, como NADPH oxidasa,
generandose especies reactivas de oxigeno (ROS) que conducen al estrés oxidativo (O.-H.
Lee etal., 2009). En este sentido, recientes estudios han sido desarrollados para identificar la
actividad anti-obesidad de productos naturales con el fin de disminuir la acumulacion de
lipidos y la generacion de ROS (S. 1l Choi et al., 2018; H. K. Kim et al., 2017).
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Por otro lado, el progreso patoldgico de la resistencia a la insulina, DMT2, higado graso no
alcoholico y enfermedades cardiovasculares, se ha relacionado fuertemente con la
inflamacion cronica del TAB inducida por la obesidad que resulta en concentraciones
elevadas de marcadores inflamatorios circulantes (Exley, Hand, O’Shea, & Lynch, 2014;
Pradhan, 2007).

Una sobrenutricion causa una expansion patolégica del tejido adiposo, donde los adipocitos
hipertréficos disfuncionales liberan citoquinas pro-inflamatorias tales como: factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1B (IL-1p) (Liu et al.,
2016; Wang et al., 2013), &cidos grasos pro-inflamatorios (Nguyen et al., 2007) y
quimioquinas como la proteina quimiotictica de monocitos (MCP1/MCP2) entre otros
(Kanda et al., 2006), los cuales alteran el numero y fenotipo de los leucocitos residentes del
tejido adiposo promoviendo y perpetuando un ambiente inflamatorio y la disfuncién del TAB
(Exley et al., 2014).

Con la hipertrofia y la hiperplasia de los adipocitos en la obesidad, también se presenta un
desbalance en la produccién de otro tipo de adipoquinas que constituyen una parte importante
del “eje adipo-insular” de naturaleza bidireccional, tal es el caso de la leptina, adiponectina
y resistina, cuyo desbalance en su produccion puede contribuir a la insuficiencia funcional
de las células B de los islotes pancreaticos y por tanto conducir a la diabetes tipo 2,

mecanismos que seran explicados en detalle a continuacion.
3.6.Adipoquinas, relacion entre obesidad, inflamacion y diabetes.

El tejido adiposo produce una gran cantidad de adipoquinas implicadas en el metabolismo de
la glucosa y los lipidos, asi como en la regulacién de la inflamacion. Una alteracién en la
expresion de estos factores inducidos por la obesidad, contribuye a la progresion de varias
enfermedades crénicas como consecuencia de reacciones inmunitarias disfuncionales
(Molica, Morel, Kwak, Rohner-Jeanrenaud, & Steffens, 2015).
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3.6.1. Leptina.

El gen de la leptina fue identificado por primera vez en 1994 mediante la clonacion de genes
posicionales de ratones ob / ob (Y. Zhang et al., 1994), esta hormona de 16 kDa es producida
principalmente por el TAB cuyo primordial efecto bioldgico ocurre en el sistema nervioso
central con el control de la ingesta de alimentos, produccién y gasto de energia (Yu & Kim,
2012).

La leptina es transportada en el plasma hasta el hipotalamo donde se une a su receptor ObRb
de las neuronas en el nucleo arqueado del hipotalamo, activando la via de sefializacion
STAT3, STAT5 y ERK (Barrios-Correa, Estrada, & Contreras, 2018) que da como resultado
la produccion de neuropéptidos anorexigenos en el que se incluye la hormona estimulante de
los melanocitos o (a-MSH) que activa las vias catabdlicas, reduciendo la ingesta de alimentos
y aumentando el gasto energético.(Huszar et al., 1997; Ibars et al., 2017; Yu & Kim, 2012).
Una disrupcion en la via de sefializacion de ObRb-STAT3 induce obesidad severa en
modelos de animales (Bates et al., 2003), demas de inducir resistencia hepatica a la insulina
asociada a un incremento de la ingesta de alimentos (Buettner, Pocai, Muse, Etgen, & Myers,
2006). Asi también, la disrupcién de la via de sefializacion ERK resulta en un incremento de
la ingesta de alimentos que induce obesidad con un fenotipo diabético, asi como resistencia

a lainsulina (Krajewska et al., 2008).

Adicionalmente a los efectos sobre el balance energético, la leptina también esta involucrada
en la regulacion del metabolismo de lipidos y glucosa en tejidos periféricos (J. Lin et al.,
2003; Nogueiras, Wilson, Rohner-Jeanrenaud, & Tschop, 2008). De hecho, la administracion
intra-cerebroventricular de leptina ha mostrado un incremento significativo de la sensibilidad
a la insulina, utilizacion de la glucosa y mayor captacion de glucosa en tejidos periféricos
incluyendo el TAM (Gaspar et al., 2018; Minokoshi, Shahidul Haque, & Shimazu, 1998). Es
asi que, el tratamiento de la hiperfagia y la obesidad con la administracion de leptina en
personas y animales deficientes de esta hormona o su receptor, han mostrado una
disminucion de la ingesta de alimentos y .pérdida de peso (Pelleymounter et al., 1995;
Williamson et al., 2005). Sin embargo, la mayoria de personas obesas y pacientes con DMT2,

presentan elevados niveles plasmaticos de leptina asociado a un aumento de la respuesta pro-
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inflamatoria (Molica et al., 2015; Peelman et al., 2004), lo cual implica resistencia a la leptina
antes de una deficiente produccion de la misma, razon por la cual el tratamiento con leptina
en estas personas no estimula la pérdida de peso ni mejora la accion de la insulina
(Ambrosini, Nath, Sierra-Honigmann, & Flores-Riveros, 2002; Mittendorfer et al., 2011;
Moon et al., 2011; Paz-Filho, Mastronardi, & Licinio, 2015)

Los mecanismos de resistencia a la leptina en sujetos obesos abarcan desde un transporte de
leptina deficiente hacia el cerebro, debido a elevadas concentraciones plasmaticas de
citoquinas pro-inflamatorias y acidos grasos libres (Miinzberg, 2010; Zhou & Rui, 2013),
hasta un deterioro de la sefializacion de la leptina via STAT3 ocasionado por la sefializacion
de las citoquinas pro-inflamatorias, proteina tirosina fosfatasa (PTP), quinasa I-kappa B
(IKK), factor nuclear-kappa B (NF-kB) y quinasa c-Jun (JNK). Todos estos mecanismos e
incluido el estrés del reticulo endoplasmatico y la autofagia deficiente, contribuyen al
deterioro de la sefializacion de leptina en el hipotalamo que resulta en un aumento del peso
corporal y de obesidad. (Miinzberg, 2010; Rosado, Monteiro, Chaia, & Lago, 2006; Sainz,
Barrenetxe, Moreno-Aliaga, & Martinez, 2015; X. Zhang et al., 2009).

3.6.2. Adiponectina.

La adiponectina es una hormona de 30 kDa codificada en el cromosoma 3, locus 3927, un
arearelacionada a la susceptibilidad de padecer diabetes (Vionnet et al., 2000). Esta hormona
es sintetizada y secretada por los adipocitos de tres diferentes formas: una forma basica
trimérica de bajo peso molecular (LMW), hexdmeros de mediano peso molecular (MMW) y
oligbmeros de 4 a 6 trimeros de alto peso molecular (HMW) conocida como adiponectina
globular. Todas estas formas de adiponectina se encuentran en el plasma y hay evidencias de
que cada tipo posee diferente efecto biolégico (Hada et al., 2007; Pajvani et al., 2003). Otros
estudios demostraron que la forma trimérica de la adiponectina y no asi el hexdmero de HMW
puede activar AMPK ( Proteina quinasa activada por AMP ) en el musculo esquelético (Tsao
et al., 2003). Por otro lado, los complejos oligoméricos de adiponectina han mostrado un
mejor efecto inhibidor de la produccién de glucosa hepatica (Pajvani et al., 2004). Ademas,

en el afio 2005 se propuso que la distribucién de los complejos oligoméricos y no asi de la
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cantidad absoluta de adiponectina, determina la sensibilidad a la insulina (Trujillo & Scherer,
2005).

La adiponectina es una adipoquina que exhibe actividad anti-diabética, anti-inflamatoria y
anti-aterogénica. Estudios han demostrado que la adiponectina incrementa la translocacion
del transportador de glucosa-4 (GLUT-4) (Ceddia et al., 2005) e incrementa la oxidacion de
acidos grasos (Fruebis, 2001), lo cual mejora la captacion de glucosa e incrementa el gasto
energético en el musculo esquelético. Pero ademas, la sobreexpresion del receptor 1 de
adiponectina (AdipoR1) amplifica la sensibilidad a la insulina de forma local (S. A. Patel et
al., 2012). En el higado la adiponectina disminuye la expresion de enzimas gluconeogeénicas,
disminuyendo asi los niveles de glucosa sanguinea in vivo (Yamauchi et al., 2002). Otro
efecto positivo de esta adipoquina es preservar la masa de células B, incrementando la
proliferacion celular e inhibiendo la apoptosis (Dunmore & Brown, 2013). En adicion a estos
efectos positivos, la adiponectina también puede actuar de manera autocrina estimulando la
captacion de glucosa en los adipocitos y antagonizando el efecto inhibitorio de TNF-a sobre
la captacion de glucosa en los mismos (X. Wu et al., 2003). Asi también, suprime la
produccion inducida por TNF-a de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas de adhesion
celular incluyendo IL-8 (Kobashi et al., 2005). No obstante, TNF-a e¢ IL-6 son potentes
inhibidores de la expresidn y secrecion de adiponectina en biopsias de TAB humano y células
en cultivo (Bruun et al., 2003; Fasshauer et al., 2003), lo cual sugiere que TNF-a e IL-6
pueden ejercer una inhibicion autocrina-paracrina de la liberacion de adiponectina,
contribuyendo asi a la resistencia a la insulina inducida por la inflamaciéon (Fasshauer &
Bliher, 2015; Sanchez Mufioz, Garcia Macedo, Alarcon Aguilar, & Cruz, 2005).

Los adipocitos hipertréficos producen una menor cantidad de adiponectina. De hecho, las
personas obesas y pacientes con DMT2 muestran una disminucién de los niveles plasmaticos
de adiponectina, por lo que esta adipoquina juega un rol central en el desarrollo de la
obesidad, resistencia a la insulina, DMT2 y enfermedades cardiovasculares entre otros
(Achari & Jain, 2017)
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3.6.3. Resistina.

Esta adipoquina fue denominada resistina tras su observacion de elevados niveles
plasmaticos en ratones obesos, lo cual sugiere que induce resistencia a la insulina (Steppan
& Lazar, 2004). La inmuno-neutralizacion de resistina ha mostrado una reduccion de la
hiperglucemia y resistencia a la insulina en ratones obesos inducidos con una dieta alta en
grasa. En contraste, la administracion de resistina recombinante ha mostrado un deterioro en
la accién de la insulina y la tolerancia a la glucosa en ratones sanos (Koerner, Kratzsch, &
Kiess, 2005). La resistina también incrementa la expresion de MCP-1 y moléculas de
adhesion celular como VCAM-1 e ICAM-1 en células endoteliales, un proceso clave en la
formacion de lesiones ateroescleréticas (Kawanami et al., 2004; Verma et al., 2003). Aunque
el rol fisioldgico de la resistina en humanos no esta bien definida, existe la hipotesis de que
esta adipoquina es un marcador para establecer relacién entre obesidad y DMT2, asi como el
desarrollo de ateroesclerosis debido a que esta adipoquina estaria asociada con un proceso de
inflamacién vascular (H. Y. Choi et al., 2011) y el deterioro de la funcion vascular (Ramirez
etal., 2018).

La resistina ha demostrado ser una adipoquina pro-inflamatoria y su aumento afecta
directamente a la intensificacion de la inflamacion y en vista de que la obesidad inducida por
la dieta conduce a la inflamacién en el tejido adiposo e higado, se ha sugerido que la resistina,
producida principalmente por macréfagos, contribuye al desarrollo de resistencia a la insulina
(Park & Ahima, 2013). De hecho, la resistina puede estimular la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias en monocitos humanos tras la activacion de NF-kp (S. Lee et al., 2014).
Razén por la cual esta adipoquina esta muy relacionada con el desarrollo de DMT?2,

ateroesclerosis y enfermedad cardiovascular (Kocot et al., 2017; Ramirez et al., 2018).

3.6.4. Factor de necrosis tumoral- a

El factor de necrosis tumoral o (TNF-a) es una citoquina multifuncional sintetizada como un
mondmero transmembrana de 26 kDa que puede experimentar un clivaje proteolitico por la
enzima convertidora de TNF-a (TACE) para obtener un producto soluble que esta implicado
en multiples efectos locales y sistémicos (Black et al., 1997; Kriegler, Perez, DeFay, Albert,

& Lu, 1988). TNF-a actua sobre los leucocitos y el endotelio para inducir inflamacion aguda,
e —
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y al igual que la Interleucina -1p (IL-1 B) el TNF-a induce la expresion de la Innterleucina-6
(IL-6) en los leucocitos y otros tipos celulares. Ademas, TNF-a, IL-1p e IL-6 median los
efectos sistémicos protectores de la inflamacion, como la induccion de fiebre, la sintesis de
proteinas de fase aguda en el higado y el aumento de la produccion de leucocitos en la médula
Osea. En adicion a estos efectos, TNF-a también puede regular la diferenciacion y
proliferacion celular, la apoptosis (Perez et al., 1990) y el metabolismo energético (H. Xu,
Sethi, & Hotamisligil, 1999). Aunque el TNF-a es producido principalmente por los
macrofagos, linfocitos natural killer (LNK) y linfocitos T, en la Gltima década también se ha
demostrado su produccion por el tejido adiposo (Ramirez Alvarado & Sanchez Roitz, 2012).
Pero ademas, los altos niveles circulantes de esta citoquina en la obesidad se han asociado
con la resistencia a la insulina, DMT2, trombosis, ateroesclerosis y reduccion de la funcién

cardiaca.

Se ha descrito que la estimulacion de TNF-a en cultivos de adipocitos humanos disminuye
la expresion del RNAm del transportador de glucosa GLUT4 (Hauner, Petruschke, Russ,
Rohrig, & Eckel, 1995) y en posteriores estudios se ha demostrado que TNF-a inhibe al
sustrato del receptor de la insulina-1 (IRS-1) disminuyendo asi, la sefializacion intracelular
del receptor de insulina en adipocitos (Fernandez-Veledo, Vila-Bedmar, Nieto-Vazquez, &
Lorenzo, 2009), en células HepG2 (Gupta, Varma, & Khandelwal, 2007) y en células del
musculo esquelético en humanos (K Bouzakri, Koistinen, & Zierath, 2005; Karim Bouzakri
& Zierath, 2007). Ademaés, existe evidencia de que los niveles séricos de TNF-o se
correlacionan positivamente con los niveles séricos de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), triglicéridos (TG) y colesterol total (CT) y negativamente con el colesterol de
lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) (Jovinge et al., 1998). Tanto la hipertrigliceridemia
como los bajos niveles de HDL-C pueden ser producto de que TNF-a inhibe la actividad de
laenzima lipoproteina lipasa (LPL) (Fried & Zechner, 1989; Hauner et al., 1995) y disminuye
la sintesis de las proteinas que forman parte estructural de las HDL (Haas et al., 2003; H.
Song et al., 1998). Adicionalmente, algunos estudios han reportado que TNF-a ejerce efectos
directos sobre las células B-pancreaticas inhibiendo la secrecion de insulina (H. E. Kim et al.,
2008) e induciendo la expresion de amilina (Cai et al., 2011), la cual es acumulada en forma

de amiloide que ocasiona eventualmente la destruccion de células B-pancredticas, siendo este
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un factor potencial para el desarrollo de DMT2 (Westermark, Andersson, & Westermark,
2011) .

3.6.5. Interleucina 6

La interleucina 6 (IL-6) es una citoquina producida por diversas células del sistema inmune
en el que se incluyen los adipocitos. De hecho, el 30% de los niveles plasméticos de IL-6
durante una inflamacion aguda son producidos por el TAB (Mohamed et al., 1997), siendo
las células del estroma vascular del tejido adiposo las mayores productoras de esta citoquina
en comparacion con los adipocitos maduros (Fain, Madan, Hiler, Cheema, & Bahouth, 2004).
La IL-6 es una citoquina multifuncional y presenta similares efectos sistémicos a los de
TNF-a. Ademas, sus niveles plasmaticos elevados se han correlacionado positivamente con
el indice de masa corporal (BMI) en pacientes con DMT2 (Pickup, Chusney, Thomas, &

Burt, 2000), por lo que estan relacionados con obesidad, resistencia a la insulinay DMT?2.

Estudios han demostrado que IL-6 inhibe la sefializacion de la insulina estimulando la
expresion de SOCS3 que a su vez afecta a la expresion del receptor de insulina y la
fosforilacion de IRS-1 en hepatocitos (Senn, Klover, Nowak, & Mooney, 2002; Senn et al.,
2003) y adipocitos (Rotter, Nagaev, & Smith, 2003), efectos que estan estrechamente
relacionados con la resistencia a la insulina (Bastard et al., 2006). Pero ademas, los altos
niveles plasmaticos de proteina C reactiva (CRP) inducidos por IL-6 en los hepatocitos, ha
sido recientemente reconocido como un marcador de riesgo para las complicaciones
cardiovasculares (W. Xu, Tian, & Zhou, 2018).

En la figura 1 se muestran los mecanismos involucrados en el desarrollo de la patogénesis de
la diabetes tipo 2, ocasionado por un desbalance en la produccion de adipoquinas inducido

por la obesidad.
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Figura 1. El tejido adiposo en la patogénesis de la diabetes tipo 2. La secrecion de leptina y adiponectina por
el tejido adiposo, estimulan varios mecanismos que mejoran la sensibilizacion a la insulina en tejidos diana, la
leptina estimula la secrecion de neuropéptidos anorexigenos en el hipotadlamo para reducir la ingesta de
alimentos promoviendo saciedad ademas de incrementar el gasto energético. La adiponectina también estimula
el gasto energético y mejora la captacion de glucosa en el tejido muscular, adiposo e higado, inhibe la apoptosis
de células B-pancredticas y estimula su proliferacion, regulando de esta manera los niveles de glucosa
sanguinea. Adicionalmente, la adiponectina estimula la produccidn de insulina y disminuye la produccion de
citoquinas proinflamatorias. Por otro lado, durante la obesidad se produce un desbalance en la produccion de
adipoquinas promoviéndose un ambiente proinflamatorio, la mayor secrecion de resistina, 1L-6 y TNF-a,
disminuyen la accion de la insulina en tejidos diana y disminuyen la produccion de adiponectina. IL-6 y
TNF-a disminuyen la expresion del transportador de glucosa GLUT-4 y disminuyen la sefializacion intracelular
de la insulina en tejido adiposo e higado. Asi también, la disminucion en la secrecion de la insulina y la
expresion de amilina en células B—pancredticas esta inducida por TNF-a. A medida que aumenta el tejido
adiposo, la secrecidon de estas citoquinas proinflamatorias se incrementa mientras que los niveles de

adiponectina disminuyen, ocasionando resistencia a la insulina y promoviendo la diabetes tipo 2.
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3.7. Infiltracion de macrofagos en tejido adiposo.

Como se indicé anteriormente, el incremento del tejido adiposo asociado a la obesidad ha
mostrado una relacién positiva con un bajo grado de respuesta inflamatoria, en el que se
aprecia una alteracion en la secrecion de adipoquinas con un aumento en la secrecion de
mediadores inflamatorios en el que se incluyen la proteina quimioatrayente de monocitos 1
(MCP-1), inhibidor del activador del plasminogeno-1 (PAI-1), factor estimulante de colonias
(CSF) y oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Neels & Olefsky, 2006). Sin embargo, la
mayor produccidon de estos mediadores esta dado por las células que forman parte del estroma
vascular del tejido adiposo como: pre-adipocitos, células endoteliales, fibroblastos,
leucocitos y macrofagos, siendo estos ultimos los responsables de la inflamacién cronica
observada en obesidad (Sartipy & Loskutoff, 2003; Weisberg et al., 2003). Por tanto, la
homeostasis vascular también juega un importante rol en el incremento del tejido adiposo.
De hecho, la sobreexpresion de MCP-1, angiotensindgeno (AGE), y PAI-1 por el TAB, estan
relacionados con el reclutamiento de monocitos circulantes, hipertension y deterioro del
sistema fibrinolitico respectivamente (Sanchez Mufioz et al., 2005). Aumentando asi, el

riesgo de resistencia a la insulina, DMT2 y enfermedad cardiovascular (Molica et al., 2015).

Normalmente los macréfagos residentes del tejido adiposo se caracterizan por tener un
incremento de la capacidad de reparacion del tejido y angiogénesis, ademas de presentar un
perfil anti-inflamatorio por lo que estas células estdn descritas cominmente como
macrofagos de tipo 2 (M2) (Gordon & Taylor, 2005). Sin embargo, en recientes estudios se
ha demostrado que la expansion del tejido adiposo promueve la infiltracion de macréfagos
tipo 1 (M1) que presentan un perfil pro-inflamatorio incrementando la produccion de TNF-
a, IL-6 y dxido nitrico entre otros mediadores pro-inflamatorios que bloguean la accion de la
insulina tanto en los adipocitos como en tejidos periféricos promoviendo resistencia a la
insulina (Lumeng, Bodzin, & Saltiel, 2007; Mantovani et al., 2004).

Ademas de la infiltracién de M1 mediada por la sobreexpresion de MCP-1 en adipocitos
hipertroficos, también se ha observado la polarizacion de M2 residentes a un fenotipo pro-
inflamatorio M1 en ratones obesos inducidos por dieta (Fujisaka et al., 2009), efecto que

también estd acompafiado de un aumento de la infiltracién de linfocitos T CD8™ los cuales
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activan y potencian la expresion de IL-6 y TNF-a en adipocitos de raton, mientras que la
deplecion de estas células T CD8" revierte el estado pro-inflamatorio (Makki, Froguel, &
Wolowczuk, 2013; Nishimura et al., 2009). Adicionalmente, en otros estudios se ha podido
observar la infiltracion de otras células del sistema inmune en al tejido adiposo (por ejemplo
neutréfilos, eusinofilos, linfocitos TCD4") que tendrian relacion con el progreso del estado
inflamatorio y resistencia a la insulina (Deiuliis et al., 2011; D. Wu et al., 2011; L. Wu et al.,
2012) (Fig. 2).
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Figura 2. Infiltracion de macréfagos dentro el tejido adiposo. Con el aumento del tejido adiposo, se presenta
un desbhalance de las secreciones adipocitarias, promoviéndose un aumento en la produccién de citoquinas
proinflamatorias como IL-6, IL-1B Y TNF-a que ocasionan la activacion de macrofagos residentes del tejido
adiposo y el aumento en las secreciones de citoquinas proinflamatorias y quimioatractantes como MCP1/MCP2
que incrementaran la infiltracién de macrofagos tipo 1 prolongando de esta manera el estado inflamatorio. Por
otra lado, la produccién de adiponectina que promueve la sensibilidad a la insulina se ve disminuida, mientras
que la funcionalidad de la leptina (la hormona encargada de la sensacion de saciedad) se ve comprometida por
lo que la produccion de esta hormona se incrementa, mostrando indicios de resistencia a la leptina. Este estado
de inflamacién crénica es acompafiado de un aumento en la lipdlisis y por ende una mayor concentracion de

acidos grasos circulantes que disminuyen la sensibilidad a la insulina en tejidos dianas provocando
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eventualmente resistencia a la insulina y otras complicaciones cardiovasculares que acompafian a la diabetes

tipo 2.

Con todo el conocimiento que se ha desarrollado en los ultimos afios sobre la funcionalidad
del tejido adiposo, podemaos inferir que el tejido adiposo es un érgano altamente activo que
integra las funciones metabdlicas, endocrinas e inmunes, cuya interaccion est4 altamente
regulada. Sin embargo, la sobrenutricion provoca alteraciones de las secreciones de
adipoquinas que resulta en la polarizacion del fenotipo de las células inmunoldgicas que
conducen a un estado inflamatorio (Mraz & Haluzik, 2014), donde los macrofagos tienen un
papel protagonico debido a su alta capacidad de producir varios mediadores inflamatorios
gue promueven y preservan el estado de inflamacidn cronica presente en varias enfermedades

metabdlicas.

3.8. Mediadores inflamatorios producidos por macrofagos y su relacion con la
diabetes mellitus tipo 2.

En vista de que los macrofagos tienen un papel crucial en la exacerbacion del proceso
inflamatorio, es importante tomar en cuenta que estas células producen una gran variedad de
moléculas que regulan todo el proceso inflamatorio. Por tal razén, en los Gltimos afios se ha
estudiado la relacion de algunas moléculas pro-inflamatorias con el desarrollo de la
resistencia a la insulinay DMT2. En este sentido, solo se hara énfasis en los mediadores pro-

inflamatorios de interés para este estudio.

3.8.1. Prostaglandinas.

Las prostaglandinas (PGs) son mediadores de origen lipidico con actividad autocrina y
paracrina, son producidos por casi todas las células de nuestro cuerpo a partir del &cido
araquidonico (AA), el cual es liberado de las membranas por la enzima fosfolipasa Az
(FLA2). Aunque existen varios tipos de FLA>, solo la fosfolipasa citosélica inducible (c
FLA20) juega un papel importante en la inflamacién (Six & Dennis, 2000), debido a que su
expresion se incrementa con la activacion del factor de transcripcion nuclear kappa f

(NF-kp). Posteriormente, el acido araquidénico liberado es modificada por la enzima
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ciclooxigenasa (COX) para la produccion de prostaglandinas o por la enzima 5-lipoxigenasa

para la produccion de leucotrienos (Funk, 2001).

Actualmente se conocen tres isoformas de COX, que incluye dos formas constitutivas, COX-
1y COX-3, y una isoforma inducible COX-2. Sin embargo, en contraste con las demas
células de mamifero, la COX-2 se expresa de forma constitutiva y dominante en células  de
islotes pancreaticos (Sorli et al., 1998), cuya expresion es inducida por IL-1p acompafiado
de una mayor activacién del NF-kB (Smith, DeWitt, & Garavito, 2000). El producto final de
la ciclooxigenasa es un endoperoxido (PGH2) que por la accion de isomerasas es
transformado en prostaglandinas (PGEz, PGF2 y PGD>). La enzima microsomal PGE sintasa
es la responsable por la sintesis de prostaglandina E2 (PGEz), cuyo efecto principal es
incrementar la vasodilatacion para permitir la extravasacion de leucocitos al sitio de
inflamacidn ademas de inducir fiebre. Asi también, las PGs ayudan a regular la produccion
de anti-cuerpos y de interleuguinas (Rojas M. et al., 2012). Debido a su importancia en la
inflamacidn, en los ultimos afios se han realizado varios estudios que intentan demostrar una
relacion de la PGE2 y las enzimas que intervienen en su sintesis con la secrecion de insulina
y DMT2.

Existe indicios de que PGE2 modula negativamente la secrecion de insulina estimulada por
glucosa en células B-clonadas e islotes pancreéticos aislados (Metz, Robertson, & Fujimoto,
1981; Tran, Gleason, Poitout, & Robertson, 1999). De hecho, la inhibicion selectiva de COX-
2 atenua el desarrollo de diabetes en modelos de ratones diabéticos inducidos con
estreptozotocina, ademas de disminuir la inhibicion de la secrecion de insulina causada por
citoquinas (Tabatabaie, Waldon, Jacob, Floyd, & Kotake, 2000). Por otro lado, las células -
pancredticas requieren un contenido 6ptimo de insulina almacenada dentro de vesiculas para
permitir la secrecion instantanea de insulina después de la ingesta de alimentos, y para ello
existe un proceso regulado entre la biosintesis y la degradacion intracelular de insulina
mediado por criofagia inducida por IL-1p (Landstram, Andersson, & Borg, 1991; Southern,
Schulster, & Green, 1990). El hecho de que la disminucidn de la produccion de éxido nitrico
y PGE», disminuy0 en casi un 50% la degradacion de insulina intracelular en células -

pancredticas, sugiere que la degradacién significativa de la insulina intracelular puede
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depender de la actividad de la COX-2 posiblemente estimulado por el éxido nitrico endégeno
(Sandberg & Borg, 2006).

PGE: ejerce su funcion tras su union con el receptor de prostaglandina (PTGER) del cual
existen cuatro tipos (PTGER1-4), pero solo PTGER3 tiene actividad post-receptor que
resulta en la disminucién de AMPc (Negishi, Sugimoto, & Narumiya, 1995). PGE> puede
inducir disfuncién de las células B- pancreaticas a través de la activacion de PTGER3 que
induce la expresion del gen Ptger3, la inhibicion de la generacion de AMPc intracelular y la
regulacioén positiva de la actividad de FOXO mediante la supresion de la via de sefializacion
PI3K / Akt (Meng et al., 2006); una via fundamental que regula el transporte de glucosa,

sintesis y secrecion de insulina entre otros.

Por ultimo, otro estudio demostrd que el blogueo de PTGER3 aumento la proliferacion de
células B-pancreaticas humanas y de islotes de ratones jovenes. De hecho, el bloqueo de
PTGER3 en combinacion con la activacion de PTGER4 mejor0 la proliferacion de las células
B-pancreéticas humanas, pero no de raton. Adicionalmente, el bloqueo de PTGERS3 o la
activacion de PTGER4 aumentaron la supervivencia de las células f en presencia de
citoquinas (Carboneau et al., 2017). Todos estos estudios nos muestran indicios de que PGE.,
COX-2y los receptores PTGER3 y PTGERA4 tienen un rol importante en la funcionalidad y
supervivencia de las células B-pancreaticas. Por lo tanto, un ambiente pro-inflamatorio
caracteristico de la obesidad donde los niveles de PGE: estan elevados, podria contribuir al
desarrollo de la DMT?2.

3.8.2. Leucotrienos.

Los leucotrienos (LTs) son otro tipo de mediadores lipidicos derivados del AA producidos
por la enzima 5-lipoxigenasa (5-LO) que produce un intermediario inestable LTA4, el cual
es hidrolizado y da lugar a la formacion del leucotrieno B4 (LTB4), 0 este puede conjugarse
con glutation reducido por la enzima leucotrieno C4 sintasa para producir LTCs. EI LTC4
liberado se convierte en LTDa, que sufre una conversion a LTE4 por hidrdlisis secuencial de
aminoacidos (Funk, 2001; Peters-Golden & Henderson, 2007). A diferencia de las PGs, los
LTs son producidos principalmente por células pro-inflamatorias como macro6fagos,
neutréfilos, eusindfilos y mastocitos. Los LTs son vasodilatadores y potentes mediadores
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pro-inflamatorios que regulan varios aspectos de la inmunidad innata y adaptativa, regulando
la produccion de citoquinas, migracion celular, diferenciacion y proliferacion celular (Peters-
Golden & Henderson, 2007).

Desde que la diabetes ha sido relacionada con un estado pro-inflamatorio en el tejido adiposo
y resistencia a la insulina, se han realizado varias investigaciones que muestran un vinculo
entre la via de 5-LO y la produccion de leucotrienos con el desarrollo de la diabetes y

enfermedades cardiovasculares.

LTB4 es un potente quimioatractante y activador de leucocitos, promueve la generacion de
macréfagos M1, inhibe la diferenciacion de linfocitos T reguladores (LT reg) y estimula la
diferenciacion de linfocitos TH17 (Costa et al., 2010; Harizi & Gualde, 2002; Prinz et al.,
2005), efectos que condicionan un estado pro-inflamatorio. Asi también, la expresion del gen
ALOX5AP que codifica la proteina activadora de la 5-lipoxigenasa (FLAP) asi como 5-LO
se encuentran aumentados en el tejido adiposo subcutaneo de personas obesas y son
reducidos con la pérdida de peso, siendo la sobreexpresion de ALOX5AP un indicador
asociado a resistencia a la insulina (Kaaman et al., 2006). Ademas, la inhibicion de FLAP
reduce significativamente el tamario de las lesiones ateroesclerdticas y el contenido de células
T en el sitio (Béack, Sultan, Ovchinnikova, & Hansson, 2007).

Otro estudio demostrd que la expresion de FLAP y los niveles de LTBa4 se encuentran
elevados en tejido adiposo de ratones obesos en comparacion con los ratones normales. Asi
mismo, la sobreexpresién de FLAP en el tejido adiposo muestra una relacion positiva con la
infiltracion de macrofagos (Horrillo et al., 2010). Ademas, la incubacién de tejido adiposo
con productos de 5-LO resulta en la activacion de NF-kB y la secrecion aumentada de
adipoquinas pro-inflamatorias tales como MCP-1, IL-6 y TNF-a (Horrillo et al., 2010;
Martinez-Clemente, Claria, & Titos, 2011).

Por otro lado, la via de la 5-lipoxigenasa también desempefia un papel importante en el
aumento de la inflamacion en el tejido hepatico y es un factor patogénico en la enfermedad
de higado graso no alcohdlico inducido por la obesidad (Li et al., 2015; Martinez-Clemente
etal., 2011).
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Los ratones que son deficientes para la enzima 5-LO o del receptor de LTB4 (BLT-1),
exhiben una disminucion de la infiltracion de macrofagos y células T en el AT de ratones
obesos inducidos por una dieta alta en grasa (HFD) y estan parcialmente protegidos de la
resistencia a la insulina inducida por HFD y la inflamacion en el tejido adiposo y el higado
(Mothe-Satney et al., 2012). La supresion total de BLT-1 induce una disminucion en la
acumulacion de triglicéridos hepaticos y previene la pérdida de sefializacion de la insulina
inducida por la grasa en el higado y el musculo esquelético (Li et al., 2015; Spite etal., 2011).
La suplementacién del inhibidor de 5-LO (Zileuton) en ratones alimentados con HFD,
también reduce la infiltracion de macrofagos y células T dentro del tejido adiposo, el cual se
acompafia con una disminucion de la resistencia a la insulina (Mothe-Satney et al., 2012;
Neels, 2013). Todos estos hallazgos indican que la via de 5-LO y sus productos tienen gran
importancia en el desarrollo de resistencia a la insulina, DMT2, ateroesclerosis y enfermedad
del higado graso no alcohdlico inducido por obesidad, razén por la que la inhibicion de los
LTs y/o sus receptores puede ser un target terapéutico para el desarrollo de nuevas terapias
que induzcan la sensibilizacion a la insulina y reduzcan el estado pro-inflamatorio

caracteristico de estas patologias (Filgueiras, Serezani, & Jancar, 2015; Ying et al., 2017).

3.8.3. Oxido nitrico.

El éxido nitrico (NO) es un mediador pleiotrépico de la inflamacion de apenas 30 Da. Es
sintetizado por las células endoteliales, macréfagos y grupos neuronales especificos del
cerebro. EI NO es sintetizado a partir de la L-arginina y oxigeno molecular, catalizado por la
enzima éxido nitrico sintasa (NOS) (Knowles & Moncada, 1994), de la cual existen tres
tipos: 6xido nitrico sintasa neuronal (NNOS), endotelial (eNOS) y la inducible (iNOS o
NOS2) (Stuehr, 1999). La eNOS desempefia un papel importante en la funcion vascular,
mantiene los vasos sanguineos dilatados, controla la presion arterial y tiene muchos otros
efectos vasoprotectores y antiateroescleroticos. Por otro lado, iNOS se expresa en respuesta
a LPS, citoquinas pro-inflamatorios u otros mediadores de la inflamacion que provoca,
aumento de la vasodilatacion, la permeabilidad vascular y la quimiotaxis (Forstermann &
Sessa, 2011).
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Existe evidencia de que las citoquinas y el LPS afectan el transporte de glucosa y la accion
de la insulina al inducir la expresion de INOS y la produccién de NO en las células
musculares esqueléticas (Bédard, Marcotte, & Marette, 1997). La induccién cronica de iNOS
puede causar resistencia a la insulina en el masculo esquelético, ratones deficientes de iINOS
estan protegidos de la resistencia a la insulina inducida por HFD y muestran una mejor
tolerancia a la glucosa. Ademas, la induccion de iNOS en ratones obesos, se asocio con
alteraciones en la fosfatidilinositol 3-quinasa y la activacion de Akt por la insulina en el
musculo (Perreault & Marette, 2001). La expresion de iNOS también reduce la expresion de
IRS-1 en células del musculo esquelético de ratones obesos, mientras que la alteracion del
gen iNOS o el tratamiento con su inhibidor mejora la expresion reprimida de IRS-1 en el
musculo esquelético de ratones ob/ob, razén por la cual iNOS puede contribuir a la resistencia
a la insulina relacionada con la obesidad (Sugita et al., 2005). Por otro lado, la expresién
selectiva de iINOS en el higado causa resistencia a la insulina hepéatica debido a interrupciones
en la via de sefializacion de la insulina, lo que lleva a hiperglucemia e hiperinsulinemia
(Shinozaki et al., 2011). En contraste, los ratones deficientes de iNOS estan protegidos de la
resistencia a la insulina periférica y hepatica inducida por lipidos (Charbonneau & Marette,
2010). Mientras que el ejercicio disminuye los niveles de expresion de iNOS en el higado,
reduciendo la resistencia a la insulina (Tsuzuki et al., 2015), un alterado metabolismo de
lipidos en el higado inducido por obesidad también puede ocasionar una sobreexpresion de

INOS. Promoviendo asi, la resistencia a la insulina (Stanimirovic et al., 2015)
3.9.Tratamiento de la diabetes.

La diabetes tiene varias caracteristicas que promueven su desarrollo, por lo que el tratamiento
consta de tres factores esenciales: el tratamiento farmacol6gico, la alimentacién y el ejercicio
moderado. Tanto la alimentacion como el ejercicio son factores muy importantes, varios
estudios han demostrado que el ejercicio moderado y la pérdida de peso disminuyen la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias y los niveles lipidicos en sangre, ademas de
estimular la secrecion de adiponectina. Disminuyendo asi, el riesgo de resistencia a la
insulina en tejidos diana (Aye et al., 2018; Martinez-Huenchullan et al., 2018; Stanford,
Middelbeek, & Goodyear, 2015).
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Durante muchos afios las sulfonilureas (SU) y la insulina fueron las Unicas opciones
disponibles. Aunque las SU y sus derivados aumentan la secrecion de insulina por las células
B-pancreéticas y disminuyen el riesgo de lesiones macro y micro-vasculares (Stumvoll,
Goldstein, & Haeften, 2005; Wright, 2002), su accion constante incluso a concentraciones
bajas de glucosa provoca hipoglicemia y conduce a resistencia a la insulina (Gunaratne,
Austin, & Wu, 2018). Otros farmacos como las tiazolidinedionas, aumentan la sensibilidad
a la insulina, disminuyen la dislipidemia y la inflamacion, y adicionalmente aumentan las
concentraciones de adiponectina (Yki-j & Ppars, 2004). Sin embargo, los efectos negativos
mas comunes son la ganancia de peso acompafiado de un mayor almacenamiento de TG y

retencion de fluidos que puede llegar a hemodilucion (Chang, Park, & Park, 2013).

Desde 1950, las guanidinas fueron los fArmacos de eleccion para el tratamiento de la diabetes.
No obstante, en 1977 la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos, ordend el retiro de estos farmacos del mercado y su uso clinico, debido a que se
demostrd su relacion con la acidosis lactica. Sin embargo, la metformina sigue siendo el
medicamento de eleccion y de primera linea del esquema de tratamiento para la DMT2
recomendado en varios paises del continente americano y europeo (Inzucchi et al., 2015;
Rodulfo, Blanco, Aure, & Palacios, 2017).

Aunque el mecanismo de accion de la metformina no es del todo claro, se conoce que este
medicamento inhibe la gluconeogénesis hepatica debido a que inhibe el complejo |
mitocondrial y activa AMPK que concluye con la activacion de las vias catabdlicas mientras
que las vias anabdlicas se desactivan. Entre sus varios efectos benéficos se conocen el efecto
hipoglicemiante, efecto antiobesidad, efecto antilipidémico, efecto hepatoprotector y
cardioprotector (Rodulfo et al., 2017). Sin embargo, los casos de acidosis lactica asociado a
metformina se han incrementado en los Gltimos afios y debido a que este fArmaco se elimina
exclusivamente por via renal, su empleo esta contraindicado en pacientes con fallo renal
fundamentalmente por el mayor riesgo de acidosis lactica (Asif, Bennett, & Marakkath,
2019; Flory, Hennessy, Bailey, & Inzucchi, 2019).

En los ultimos afios se han empleado los farmacos incretinicos y los farmacos glucosdricos

para el tratamiento de la diabetes, estos nuevos grupos farmacologicos, representan una
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alternativa de eficacia discreta en cuanto a la mejora del control glucémico con un perfil
beneficioso en referencia al aumento de peso y las hipoglucemias (Cholankeril et al., 2018).
Sin embargo, no presentan mucha eficacia y es necesario un tratamiento concomitante con
SU, insulina y/o anti-hipertensivos (Li-xin et al., 2008), y aunque las hipoglucemias graves
han sido acontecimientos muy poco frecuentes en varios estudios, el perfil de seguridad a
largo plazo con todos estos farmacos alun es cuestionable debido a la presencia de varios
efectos adversos (Bjornstad & Eckel, 2018).

Los productos naturales son una fuente natural de potentes compuestos bioactivos que
pueden coadyuvar al tratamiento y prevencidén de ciertas enfermedades, ademas que
presentan pocos efectos adversos. Es asi que Chenopodium quinoa Willd. fue seleccionado
para la evaluacion de su actividad antiinflamatoria sobre mediadores inflamatorios presentes

en obesidad y diabetes tipo 2.

3.10. Chenopodium quinoa Willd.

Chenopodium quinoa Willd. (C. quinoa) es un pseudocereal nativo de Sudamerica, cultivado
originalmente en los Andes de Bolivia y Per(. Sin embargo, en los Ultimos afios su

produccion se ha expandido a diversos paises de Europa y Asia (FAO, 2011).

C. quinoa comunmente Ilamado quinua pertenece a la subfamilia Chenopodiaceae de las
Amarantaceas. C. quinoa es una planta herbacea con hojas anchas y polimorfas con un tallo
central mas o menos ramificados y flores pequefias en paniculas, cuya altura puede llegar a
medir de 1 a 3 metros y esta bien adaptada a climas extremos que incluye déficit de agua,
bajas temperaturas, salinidad y suelos poco enriquecidos ademas de soportar alturas muy
elevadas (hasta 4000 m.s.n.m.) como es el caso de los cultivos en Bolivia (fig. 1) (Bascufian
Godoy, Reguera, Abdel-Tawab, & Blumwald, 2015; Choukr-Allah et al., 2016; Ruiz et al.,
2014).
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Figura 3 Cultivo de Chenopodium quinoa willd. (Vega-Galvez et al., 2010)

Los cultivos de quinua particularmente en Bolivia, presentan una gran diversidad genética
segun las condiciones agroecoldgicas donde se desarrollan; segin Mujica esta diversidad
genética se manifiesta en la variabilidad de la coloracion de la planta, inflorescencia y
semilla, ademas del contenido de proteina, saponina y betacianina en las hojas, con lo que se
obtiene una amplia adaptacion a diferentes condiciones agroecoldgicas (citado en FAO,
2011). Pero ademas, recientes estudios demuestran que las propiedades fitoquimicas varian
considerablemente entre los genotipos (Bascufian Godoy et al., 2015; Saad-Allah & Youssef,
2018) y los factores ambientales (Bascufidn Godoy et al., 2015); en cuanto a su distribucion,
la mayor diversidad genética se alberga en el altiplano de La Paz, Oruro y Potosi, pero
también existe una diversidad genética significativa en los valles interandinos de

Cochabamba, Chuquisaca y Potosi.

La quinua cultivada en los salares del departamento de Potosi obtuvo su sello de
denominacion como “Quinua Real del Altiplano Sur” en el 2014, despueés de ser reconocida
por los paises miembros de la Comunidad Andina de Naciones (CAN) como un producto
100% boliviano. Es asi que, la Quinua Real se produce Unicamente en el Altiplano Sur de

Bolivia (Cabolqui, 2017) debido a que estad perfectamente adaptada a sus caracteristicas
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extremas: un clima frio y seco (entre 200 y 400 mm de lluvia anual), suelos salinos y elevadas
altitudes (entre 3700 y 4200 m.s.n.m.), condiciones que permiten la produccion de un grano
de mayor tamafio, con caracteristicas organolépticas particulares y un mayor valor nutricional
en comparacion con la quinua cultivada en Estados Unidos, Australia o Canada (Cabolqui,
2017; Ortiz Garcia, 2017)

Debido a la alta adaptabilidad de los cultivos de quinua a diferentes condiciones
agroecoldgicas, y por sobre todo a su alto valor nutricional de las semillas de C. quinoa; la
FAO (2011) ha considerado a este grano ancestral un cultivo importante con el potencial de
contribuir a la seguridad alimentaria en todo el mundo, y desde entonces C. quinoa ha

Ilamado la atencion de varios investigadores a nivel mundial.

3.10.1. Propiedades nutricionales.

C. quinua presenta un gran valor nutricional, tanto las hojas como las semillas de C. quinoa
forman parte de la alimentacién de los pueblos andinos; las hojas se emplean en ensaladas y
sopas, mientras que las semillas son altamente empleadas para la preparacion de harinas,
sopas, segundos, masas, panes, bebidas y una gran variedad de merienda seca tipicas de la
region andina de Bolivia. Por otra parte, muchas industrias han empleado las semillas o
harina de quinua para la produccion de alimentos no tradicionales y asi incrementar su
consumo en la poblacion, tal es el caso de los cereales, hojuelas, api, galletas y pasteles entre

otros.

Estudios han reportado que las semillas de C. quinua son ricas en proteinas y poseen un
balance Unico entre aminoacidos esenciales en comparacion con otros cereales, su particular
composicion de aminoacidos es cercana al equilibrio ideal de proteinas recomendadas por la
FAO y es similar al de la leche; adicionalmente, su alto contenido en lisina y su mayor
disponibilidad de triptéfano lo ha catalogado como el alimento més completo en proteinas
entre la mayoria de los cereales (Comai et al., 2007; Vega-Galvez et al., 2010).

El contenido lipidico de las semillas de quinua es rico en &cidos grasos esenciales como el
acido linoleico y a-linolénico, y presenta altas cantidades de antioxidantes como el o y y-

tocoferol (Filho et al., 2017). Dentro de la porcion lipidica de las semillas de quinua, el 88%
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aproximadamente corresponde a los acidos grasos poliinsaturados (Repo-Carrasco,
Espinoza, & Jacobsen, 2003). los cuales presentan un efecto positivo en enfermedades
cardiovasculares, metabolismo de prostaglandinas, sistema inmune y funcion de la
membrana celular (Calder & Grimble, 2002; Richard, Kefi, Barbe, Bausero, & Visioli, 2008).

El almidon es el principal componente de los carbohidratos en la quinua y representa entre
el 52% y 69% de la materia seca, los azucares simples se presentan en aproximadamente el
3% donde el contenido de fructuosa y glucosa es menor en comparacién a D-ribosa, D-
galactosa y maltosa, dando lugar a un indice glucémico bajo (Abugoch, 2009; Vega-Galvez
et al., 2010). Ademas, el alto contenido de fibra dietética y la carencia de gluten en las
semillas de quinua, lo convierten en una alternativa nutricional para pacientes con
enfermedad celica (Vega-Galvez et al., 2010). En la tabla 1 se muestra el contenido de

macronutrientes de quinua en comparacion con otros cereales.

Tabla 1 Composicion promedio aproximada de los granos de quinua en comparacion con otros cereales

(g /100 g de materia seca).

Componente Quinua Arroz Cebada Trigo Maiz Centeno Sorgo
Lipidos 7.0 3.2 1.3 2.8 53 1.8 36
Proteina 16.3 8.8 11.0 14.8 105 11.6 124
Cenizas 2.7 1.7 1.2 1.8 1.3 1.8 1.7
Fibra dietética 7.0 35 15.6 10.7 73 151 6.3
Carbohidratos 74.0 86.3 86.5 80.6 829 848 82.3
Kcal 100/ g 4242 409.2 401.7 4068 4213 401.8 411.2

(Fuente: Filho et al., 2017)

Adicionalmente, la quinua también es muy rico en micronutrientes como las vitaminas y
minerales. Las semillas de quinua presentan concentraciones significativas de vitaminas B1
(tiamina), B2 (riboflabina), B6 (piridoxina), C (acido ascérbico) y E (tocoferoles y
tocotrienoles) en comparacion con otros cereales (Tabla 2); presenta también altos valores
de acido folico y minerales como el calcio, fosforo, hierro y zinc (Filho et al., 2017; Vega-
Gélvez et al., 2010).
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A pesar de todos los macro y micronutrientes que posee este pseudocereal, también presenta
moléculas bioactivas en las que podemos mencionar a los acidos fendlicos, flavonoides,
saponinas, entre otros con actividad anti-oxidante, anti-inflamatoria y anti-cancer las cuales
han tomado mucho interés en los Gltimos afios.(Gawlik-Dziki et al., 2013; Hu et al., 2017;
Tang, Li, Chen, etal., 2015; Tang, Li, Zhang, et al., 2015). Sin embargo, son necesarios mas
estudios para identificar sus beneficios en la salud tanto para mantener o mejorar la salud o

inclusive para prevenir o tratar ciertas enfermedades.

Tabla 2 Concentraciones de vitaminas en granos de C. quinoa y otros cereales (mg /100 g)

Vitaminas Quinua Arroz Avena Trigo
Tiamina (B1) 0.36 0.40 0.76 0.50
Riboflavina (B2) 0.32 0.09 139 0.16
Niacina 1.52 5.09 0.96 496
Piridoxina (B6) 0.49 0.51 0.12 0.4
Acido pantoténico 0.77 1.49 1.35 0.60
Acido ascérbico (C) ni nd nd nd
Folatos totales {mg /100 g 184.00 20.00 56.00 44.00
a-tocoferol (E) 244 1.20 ni 0.71
p-tocoferol 0.08 nd ni 0.23
y-tocoferol 455 nd ni 1.91
&-tocoferol 0.35 nd ni nd
p-Caroteno (pg /100 g} 8.00 nd ni 5.00
Vitamina A (ug RE /100 g) 1.00 nd nd nd
Vitamina A (UI) 14 nd nd 9

ni = no informado
nd = no detectado

(Fuente: Filho et al., 2017).

3.10.2. Propiedades farmacoldgicas.

El uso de la quinua en la medicina tradicional tiene varias aplicaciones, entre sus usos mas
frecuentes se pueden mencionar el tratamiento de abscesos, hemorragias y luxaciones. La
coccion de las hojas en vinagre se utiliza para desinflamar la garganta y tratar las anginas; la
infusion de las hojas se usa para tratar las infecciones urinarias 0 como laxante. Por otra parte,
las semillas de quinua se emplean de diversas maneras para combatir las afecciones
hepaticas, las anginas, la cistitis y los dolores dentales. La cualidad anti-inflamatoria y

cicatrizante de las semillas, es conocida en las comunidades del altiplano, quienes los
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emplean en emplastos combinados con otras plantas para curar las fracturas de huesos (Rojas,

Alandia, Irigoyen, Blajos, & Santivariez, 2011).

Las investigaciones sobre la actividad farmacologica de C. quinoa han sido dirigidas
principalmente a respaldar la actividad anti-inflamatoria y anti-oxidante de las semillas. Sin

embargo, también se ha reportado actividad inmunoreguladora, anti-cancer y anti-diabética.

Las saponinas de las semillas de quinua han sido una de las primeras moléculas identificadas
con actividad inti-inflamatoria. Un extracto hidrolizado de las saponinas obtenidos de
residuos de C. quinua, muestra una actividad anti-inflamatoria significativa en el modelo de
edema de oreja en ratones, y adicionalmente, compuestos aislados de este extracto muestran
un efecto anti-inflamatorio en el modelo murino de edema de pata (Lozano, Gonzales, Flores,
& Almanza, 2013). Ensayos realizados en macrofagos RAW 264.7 estimulados con LPS,
mostraron que las saponinas fraccionadas de las semillas de C. quinoa inhiben

significativamente la produccion de NO, IL-6 y TNF-a (Yao, Yang, et al., 2014)

Otro estudio realizado por Yao (2014) demostré que los polisacaridos de las semillas de C.
quinoa presentan un significativo efecto antioxidante e inmunoregulador. Fracciones acuosa
y alcalinas de los polisacaridos de la quinua mostraron un potente efecto antioxidante
evaluados por el método DPPH (actividad de eliminacion de radicales) y ORAC (Capacidad
atrapadora de radicales oxigeno). La actividad inmunoreguladora fue evaluada en
macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS donde se observo que la produccion de NO,
IL-6 y TNF-a, fue menor en comparacion con el LPS y mayor en comparacion con las células

sin tratar (Yao, Shi, et al., 2014).

Los polisacaridos de bajo peso molecular extraidos y purificados de las semillas de C. quinoa
presentan actividad anti-oxidante, inmunoreguladora y anti-cancer. La significativa actividad
anti-oxidante fue evaluada por DPPH y ABTS. Los resultados de la evaluacion de la actividad
inmunoreguladora en macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS, sugiere que el
purificado exhibe un efecto inmunopotenciador asi como anti-inflamatorio. Adicionalmente,
este purificado mostré una significante inhibicion de la proliferacion celular contra lineas
celulares cancerosas (SMMC 7721 y MCF-7) de manera dosis y tiempo dependiente (Hu et
al., 2017).
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La actividad anti-oxidante y anti-inflamatoria de las semillas de quinua, también fue
demostrada por la presencia del péptido lunasina. La purificacion de este péptido proveniente
de las semillas de C. quinoa exhibi6 una débil actividad de captacion de radicales por DPPH
pero una fuerte actividad de captacion de radicales por ABTS; ademas, inhibid la produccién
de NO, IL-6 y TNF-a en macrofagos RAW264.7 estimulados por LPS (G. Ren et al., 2017).

Otro tipo de compuestos con potencial efectos bioactivos en los granos de quinua son las
betalainas. Estudios han demostrado que estos pigmentos presentan una significante
actividad antioxidante (Escribano et al., 2017). Estudios in vitro con diferentes lineas
celulares han demostrado el potencial de las betalainas en la quimioprevencion del cancer, y
los experimentos in vivo han demostrado que los suplementos dietéticos inhiben la formacion

de tumores en ratones (Gandia-Herrero, Escribano, & Garcia-Carmona, 2016)

Otro efecto benéfico de C. quinoa fue demostrado tras la suplementacion de las semillas de
quinua en ratas alimentadas con una dieta alta en fructuosa. Los resultados mostraron una
reduccion significativa del colesterol sérico total y los triglicéridos inducidos por la dieta alta
en fructuosa en las ratas tratadas. Las semillas de quinua también redujeron los niveles de
glucosa y proteina total plasmatica. Ademas, la disminucién de HDL-colesterol inducido por
la fructuosa fue restablecida por las semillas de quinua en las ratas tratadas (Pasko,
Zagrodzki, Barton, Chlopicka, & Gorinstein, 2010). Por otro lado, en un estudio del consumo
de quinua procesada en sujetos prediabéticos, se pudo apreciar que este producto disminuyd
significativamente el IMC y hemoglobina glucosilada; ademas de aumentar la sensacién de
saciedad y plenitud (Abellan Ruiz et al., 2017).

Estudios sobre moléculas bioactivas presentes en las semillas de C. quinoa con potencial
efecto anti-obesidad, también fueron estudiadas previamente. Los polifenoles de la quinua
presentan un efecto protector contra la inflamacion intestinal inducida por la obesidad. Un
estudio realizado en ratones obesos (db/db) demostré que la suplementacion con quinua evita
el aumento de peso en estos ratones y disminuye significativamente los niveles de RNAm de
las citoquinas inflamatorias IL-1p, IL-8 y TNF-a en células de la mucosa colénica, mostrando
asi, un efecto protector contra la inflamacion inducida por la obesidad (Noratto et al., 2015).

Adicionalmente, los compuestos fenolicos extraidos de la coccion de la quinua disminuyen
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significativamente los niveles de RNAm de IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1p y COX-2, pero aumenta
la expresion de IL-10 (citoquina anti-inflamatoria) de manera dosis dependiente (Tang &
Tsao, 2017).

20-hidroxiecdisona, un fitoecdiesteroide encontrado en las semillas de quinua, ha reportado
un efecto preventivo contra el desarrollo de la obesidad. La suplementacion del extracto de
quinua o extracto de quinua enriquecido con 20- hidroxiecdisona en ratones alimentados con
una dieta alta en grasa, redujo el desarrollo del tejido adiposo asociado a un menor tamario
de los adipocitos y una disminucion en la expresion de genes involucrados en el
almacenamiento de lipidos (PPARYy, lipoproteina lipasa y fosfoenolpiruvato carboxicinasa).
Ademas, los ratones tratados mostraron una atenuacion marcada de los niveles de RNAm de
varios marcadores inflamatorios (MCP1, CD68, TLR4) y resistencia a la insulina
(osteopontina, PAI-1)(A. Foucault et al., 2012). Mas tarde, en un estudio complementario al
primero, se demostré que la suplementacion del extracto de quinua enriquecido con 20-
hidroxiecdisona en ratones alimentados con una dieta alta en grasa, aumento
significativamente el gasto energético global y ocasion6 un cambio en el metabolismo de la
glucosa hacia la oxidacion en detrimento de la lipogénesis. Ademas, disminuyd la absorcidn
de lipidos de la dieta y estimuld su excrecion en las heces, efectos que en conjunto conducen
a un menor almacenamiento de lipidos dentro del tejido adiposo y representan un efecto anti-
obesidad (A. S. Foucault et al., 2014).
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4. Disefio metodologico.

Semillas de Chenopodium quinoa Willd. blanca
(LP) y roja (PT), recolectadas en el departamento
de La Paz y Potosi respectivamente
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Figura 4 Disefio metodologico.
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5. Metodologia

5.1. Coleccion del material vegetal.

Semillas de Chenopodium quinoa Willd. (C. quinoa) fueron recolectadas de productores
locales de los departamentos de La Paz (quinua blanca) y Potosi (quinua roja), en la localidad
de Huancané Provincia Los Andes (Latitud 16°18°14.14"Sur y longitud
68°32°35.88""Oeste) y Municipalidad Llica Provincia Daniel Campos (Latitud 19°51°9.48""
Sur y longitud 68°14°36.47 "Oeste) respectivamente. Posteriormente, los granos de C.

quinoa fueron identificados y autenticados por el Herbario Nacional de Bolivia — UMSA.
5.2.  Preparacion de extractos.

Semillas de C. quinoa fueron lavadas con agua destilada con la finalidad de eliminar los
componentes de la cobertura de los granos, siendo esta porcidén rica en saponinas.
Seguidamente, las semillas fueron secadas a temperatura ambiente y luego fueron trituradas
hasta obtener un polvo fino que fue macerado con agua destilada (extracto acuoso) o una
solucion de etanol al 70% (extracto hidroetanélico) en una proporcion de 200 g para 500ml
de solvente durante 24 y 48 horas respectivamente. Para ambos extractos, se realizo el
recambio de solvente cuatro veces para maximizar el rendimiento. Posteriormente, los
sobrenadantes obtenidos de las maceraciones fueron filtrados en tela milimetrada y luego en
papel filtro. A continuacién, el extracto hidroetandlico fue sometido a evaporacion con
presion reducida en un rotaevaporador (Heidolph, Laborata 4000 efficient) para eliminar la
porcion etandlica y el remanente de agua de ambos extractos se elimino a presion reducida
en un liofilizador (Christ LCG D37520).

De esta manera, se obtuvo cuatro tipos de extractos de C. quinoa; extracto acuoso (AQU-
LP) y extracto hidroetanélico (HYOH-LP) de la quinua recolectada en el departamento de
La Paz y el extracto acuoso (AQU-PT) e hidroetanolico (HYOH-PT) de la quinua recolectada
en el departamento de Potosi. Seguidamente, todos los extractos liofilizados fueron

almacenados en un ambiente seco hasta su uso en los diferentes ensayos.

52



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS VIRGINIA VELIZ APAZA

5.3.  Animales de experimentacion.

Ratones Swiss albino machos fueron proporcionados por la Unidad de Reactivos Biologicos
de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas. Los animales tenian libre acceso al
agua y al alimento, fueron mantenidos en un ciclo de 12 horas de luz y oscuridad a una
temperatura entre 20 y 24 °C. Posteriormente, los animales fueron escogidos al azar para los

diferentes ensayos con las respectivas especificaciones para cada experimento.
5.4.  Aislamiento de macrofagos murinos.

Ratones machos entre 303 g fueron administrados con 1 mL de caldo tioglicolato estéril al
3% por via intraperitoneal y después de 4 dias se realizd el aislamiento de macréfagos
peritoneales pre activados. Por otra parte, también se realizo el aislamiento de macrofagos
residentes de la cavidad peritoneal sin previa estimulacion con tioglicolato y en ambos casos

el aislamiento se realizé como se detalla a continuacion.

Macrofagos murinos fueron aislados en condiciones estériles mediante lavado de la cavidad
peritoneal con tampdn salino fosfato (PBS)(Abad et al., 2006). Se inyectaron 5 ml de PBS a
la cavidad peritoneal y se realizd un ligero masaje de 60s para mejorar el rendimiento de
células aisladas, seguidamente se recolectd el PBS de la cavidad en un tubo Falcon y la
muestra se centrifug6 a 1500 rpm durante 5 min, se elimind el sobrenadante y se realiz6 dos
lavados mediante la adicion de 5 mL de PBS vy posterior centrifugacion como se indicé
anteriormente. El pellet celular fue resuspendido en 1 mL de medio RPMI 1640 para luego
realizar el recuento celular. La viabilidad de las células aisladas fue determinada empleando
el colorante de exclusion vital azul tripan y se realizé un ajuste celular a 1x10° células/mL
en medio RPMI 1640 (Sigma Aldrich) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%,
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL (GIPCO).

5.5.  Estimulacion de macrofagos con LPS.

Macréfagos murinos preactivados con tioglicolato fueron aislados y cultivados en placas de
24 pozos con 1 mL de medio RPMI 1640 (Sigma Aldrich) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 10%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL (GIPCO) durante
toda la noche. Al dia siguiente, el medio de cultivo fue removido y las células fueron lavadas
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con 1mL de PBS para eliminar células no adherentes. Los macrofagos adheridos fueron
estimulados en presencia y ausencia de lipopolisacarido de E.coli (LPS) a una concentracion
final de 0,5 pg/mL (Sigma Aldrich, L2880-25MG), més las diferentes concentraciones de los
extractos a evaluar (entre 50 y 200 ug/mL) (Elisha, Dzoyem, McGaw, Botha, & Eloff, 2016;
Yao, Yang, et al., 2014) o dexametazona 1 UM como control positivo (Sigma Aldrich,
D4902-100MG), las células fueron incubadas a 37 °C y 5% de CO> durante 18h (Abad et al.,
2006).Seguidamente, el sobrenadante fue recolectado en tubos eppendorf y almacenados a -
20 °C para posterior cuantificacion de 6xido nitrico y citoquinas pro-inflamatorias.

5.6. Cuantificacion de 6xido nitrico.

Los nitritos acumulados en el medio de los macréfagos estimulados con LPS fue cuantificado
mediante la reaccion de Griess (Huang, Pan, Liu, Wu, & Wu, 2012; Jung, Hong, Han, Park,
& Son, 2015). Brevemente, se mezclaron 100 pL del sobrenadante de medio de cultivo con
un volumen igual del reactivo de Griees (un volumen de 1% de sulfamida en 5% de &cido
fosforico con un volumen de 0,1% N-(1-naftil)-etilendiamina en agua destilada) y se incubo
a temperatura ambiente por 10 min. Se emplearon diferentes concentraciones conocidas de
nitrito de sodio como estandar (entre 5 uM y 100 uM) y la absorbancia de las reacciones
colorimétricas fue medida a 492 nm con filtro diferencial de 630 nm en un lector de placas
(Awarness Tecnology, Stat Fax 2100 Microplate Reader). La concentracion de éxido nitrico
en las muestras se hall6 mediante regresion lineal con los datos obtenidos de la curva estandar
y los resultados fueron reportados como porcentaje de produccion de 6xido nitrico con
referencia al control negativo (Macréfagos estimulados Gnicamente con LPS)

5.7. Cuantificacion de citoquinas pro-inflamatorias.

La produccidn de IL-6 y TNF-a fue cuantificada mediante Kits de ensayo inmuno enzimatico
ligado a enzimas (ELISA) tipo sandwich (BD Biosciences) (J. H. Lee et al., 2006; Yao, Shi,
et al., 2014). Las placas fueron incubadas con buffer de cargado durante toda la noche para
la adhesidn del anticuerpo de captura a los pozos, posteriormente se realizaron 3 lavados con
300 pL de tampdn de lavado y se procedié al bloqueo con diluyente de ensayo durante 1 h a
temperatura ambiente, seguida de 3 lavados. Para la cuantificacion se adicion6 100 pL del

estandar de IL-6 0 TNF-a recombinante de raton a diferentes concentraciones (15.6 pg/mL —
e —
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1000 pg/mL) y las muestras que fueron previamente diluidas 1/20 con diluyente de ensayo;
las placas fueron incubadas por 2 h a temperatura ambiente seguidas de 5 lavados. Para la
cuantificacion de 1L-6 se adicion6 100 pL de la solucion de deteccion que contenia el
anticuerpo biotinilado anti-1L-6 de raton y la enzima peroxidasa de rabano picante conjugada
con estreptavidina (SAv-HRP) por 1 h, mientras que para la cuantificacion de TNF-o primero
se adicion6 100 pL del anticuerpo de deteccién (anti-TNFa de raton) por 1 h y luego se
incub6 30 min mas con la adiciéon de 100 pL de la solucion enzimética (SAv-HRP) para la
deteccion. Finalmente, las placas fueron lavadas 7 veces y se adicion6 100 pL de la solucion
sustrato seguido de una incubacién de 20 min a temperatura ambiente en oscuridad, la
reaccién se detuvo por la adicion de 50 pL de la solucion de paraday la densidad Optica fue
medida en un lector de ELISA (Awarness Tecnology, Stat Fax 2100 Microplate Reader) a
450nm y 492nm. La concentracion de ambas citoquinas se determin6é empleando los valores
de la curva estdndar aplicando en ambas variables la escala logaritmica segun indicaciones

del fabricante.
5.8. Estimulacion de macrofagos con lonoforo de calcio.

Macrofagos residentes de la cavidad peritoneal fueron aislados y cultivados en placas de 96
pozos durante toda la noche con 100 pL de medio RPMI 1640 (Sigma Aldrich) suplementado
con suero fetal bovino (SFB) al 10%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL
(GIPCO). Al dia siguiente, el medio de cultivo fue removido y las células fueron lavadas con
100 pL de PBS para eliminar células no adherentes. Los macr6fagos adheridos fueron
tratados con las diferentes concentraciones de los extractos (entre 100 y 500 mg/ml) o
indometacina 1 uM (Sigma Aldrich) como control positivo por 60 mina 37°C y 5 % de CO..
Seguidamente, las células fueron estimuladas mediante la adicion de londforo de calcio
(concentracion final 1uM en cada pozo) durante 2 h mas a 37°C y 5% de CO; (Abad et al.,
2006). Finalmente, los sobrenadantes fueron recolectados en tubos eppendorf y almacenados
a -20°C hasta la cuantificacion de PGE> y LTCa.

5.9. Cuantificacion de PGE2y LTCA4.

La produccion de PGE2 y LTC4 fue medida mediante kits de Ensayo Inmuno Enzimatico
(ELISA) competitivo (Prostaglandin E2 Express ELISA Kit; Leukotriene C4 ELISA Kit de
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Cayman Chemical) (Jung et al., 2015; J. H. Lee et al., 2006). Las muestras fueron
descongeladas a temperatura ambiente y se realiz6 una dilucion 1/2 en ELISA buffer, se
coloc6 50 pL de las muestras a cada pozo y se adicion6 50 pL del reactivo Tracer mas 50 puL
de la solucion de anticuerpos segun instrucciones del fabricante. La placa para la
cuantificacion LTCa se incubd toda la noche a 4°C mientras que la placa de PGE2 se incubd
por 60 min a temperatura ambiente en un agitador orbital. En ambos casos las placas fueron
lavadas 5 veces con 300 pL de buffer de lavado y para el revelado de las placas se adiciond
200 pL del reactivo de Ellman a cada pozo y se continué con la marcha segun
especificaciones del fabricante. Las placas se incubaron por 75 min a temperatura ambiente
y en oscuridad en un agitador orbital, a continuacion, las lecturas de la placa se realizaron en
el lector de ELISA (Awarness Tecnology, Stat Fax 2100 Microplate Reader) a 405 nm y 450
nm. Las concentraciones fueron determinadas empleando los valores de la curva estandar

realizando los calculos respectivos segun indicaciones del fabricante.

5.10. Ensayo de viabilidad celular.

El efecto citotoxico de los diferentes extractos de C. quinoa fue evaluado mediante el ensayo
de reduccidn de la sal de tetrazolio, Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5- difeniltetrazolio
(MTT) (Arrebola Arencibia, Fernandez Rosario, & Curveco Sanchez, 2003; Israf, Khaizurin,
Syahida, Lajis, & Khozirah, 2007). Una vez concluida la estimulacion con LPS o lon6foro
de calcio, se removio el medio y las células fueron lavadas con un volumen de PBS igual al
del medio de cultivo. A continuacion, las células estimuladas con LPS o ion6foro de calcio
fueron tratadas con 500 o 100 pL de una solucion de MTT respectivamente (0,5 mg/mL en
RPMI sin rojo fenol) (Cheng et al., 2012) por 4 h a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente, el
medio fue removido y reemplazado por un volumen igual de &cido clorhidrico 0,04 M en
isopropanol para disolver los cristales de formazan, y la densidad éptica fue medida a 492
nm con filtro diferencial de 630 nm en un lector de ELISA (Awarness Tecnology, Stat Fax
2100 Microplate Reader). La viabilidad celular se determind usando la siguiente ecuacion

descrita anteriormente (Gonzalez-Chavez et al., 2017).

%Viabi | idad_DO (celulas tratadas)x 100

DO (celulas control)

56



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS VIRGINIA VELIZ APAZA

5.11. Aislamiento de adipocitos murinos.

Se aislaron adipocitos murinos de grasa epididimal mediante disrupcion mecéanicay digestion
enzimatica (Domingues, Pelletier, Ostenson, & Castro, 2014). El tejido apididimal se
fracciono en trozos de 2 a 3 mm, rapidamente se incubd con 5 mL de colagenasa 0,25 mg/mL
(Sigma Aldrich, USA) en medio Krebs Ringer-Phosphate Hepes (KRPH) libre de glucosa
(MgSO4*7H20 1 mM, NaH2POs 1 mM, NaCl 139 mM, KCI 5.4 mM, CaCl; 2.2 mM y
HEPES 20 mM, pH 7,4) suplementado con albumina sérica bovina (BSA) al 1% durante 90
min a 37°C con agitacion manual cada 15 min. Posteriormente, se adiciono 5 mL de KRPH
a la suspension celular para disminuir la actividad enzimatica, rapidamente se centrifugo6 a
1500 rpm durante 5 min, se elimind el intranadante y se realiz6 2 lavados con 5ml de medio
KRPH, luego las células se resuspendieron en 2 mL de KRPH, se mezclo y se filtrd en una
membrana de nildn y se volvio a lavar, las células se resuspendieron en 1 mL de KRPH y se
realizo el ajuste celular a 15000 células/mL para luego ser cultivadas.

5.12. Captacion de glucosa en adipocitos primarios.

Los adipocitos murinos anteriormente aislados, se cultivaron en placas de 96 pozos (200 pL
de la suspension celular en cada pozo) a 37°C por 30 min antes de iniciar el ensayo, pasado
este tiempo, las células fueron estimuladas en presencia y ausencia de los extractos AQU-PT
y HYOL-PT a una concentracion de 100 y 200 mg/mL por 20 min y posteriormente se
adiciono glucosa a una concentracion final de 10 mM en cada condicion. Seguidamente, las
células fueron cultivadas por 30 minutos con agitacién continua y moderada a 37 °C y el
infranadante fue recolectado en tubos eppendorf después de 1 min de haber iniciado la
agitacion el cual se consideré como tiempo inicial y luego de 30 min (tiempo final). En las
muestras recolectadas se determind la concentracion de glucosa en el medio para inferir
indirectamente la cantidad de glucosa absorbida por los adipocitos. La cuantificacion de
glucosa en el medio se realiz6 por el método GOD-POD con Kit comercial (Human,
Labotech SRL) y los resultados fueron reportados como concentracion de glucosa en el

medio al inicio del tratamiento y al final del mismo.
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5.13. Tratamiento subcrénico de ratones suplementados con C. quinoay

evaluacion de la expresion génica de adipoquinas.

El extracto HYOH-PT mostr6 un mayor efecto durante los primeros ensayos y fue
seleccionado para realizar un ensayo subcronico, para ello se emplearon ratones entre 12 y
14 gramos de peso corporal. Se asignaron dos grupos al azar (n=10): el primer grupo fue
sometido a una dieta con alimento estandar suplementado con el extracto HYOH-PT a una
dosis de 400 mg/kg/dia; el segundo grupo fue alimentado con la comida estandar y fue
empleado como grupo control (Graf etal., 2014; M. Song, Lee, & Kim, 2011). Ambos grupos
fueron tratados por 30 dias (con monitoreo diario del control de peso) y posteriormente se
practicd la eutanasia en una cdmara de dioxido de carbono (COz). De estos animales se
recolectd sangre periférica mediante puncion cardiaca para la cuantificacion de glucosa,
triglicéridos y colesterol en suero mediante la utilizacion de kits colorimétricos respectivos
(HUMAN), siguiendo las especificaciones del fabricante. Por otra parte, el tejido adiposo
epididimal y el higado fueron removidos y pesados rapidamente. Luego el tejido adiposo
epididimal fue fraccionado en pequefios pedazos de tejido para ser almacenados en tubos de
criopreservacion con 500 uL de RNAlater (RNAlater® Solution, Ambion, USA) a 4°C
durante toda la noche y posteriormente a -80°C hasta el momento de su analisis para evaluar

expresién génica de adipoquinas.

5.14. Extraccion de RNA total.

RNA total de macrofagos estimulados con LPS maés las diferentes concentraciones de los
extractos de C. quinoa, fue extraido empleando un kit de extraccion de RNA (PureLink®
RNA Mini Kit, Ambion, USA). En el momento de la colecta de sobrenadantes de los
experimentos antes mencionados, las células fueron colocadas sobre hielo y fueron lisadas
por la adicion de 300 pL de la solucion de lisis (tampon de lisis con 1% de 2-mercaptoetanol)
a cada pozo, seguidamente este medio se recolectd en tubos eppendorf libre de RNasa y las

muestras fueron agitadas vigorosamente en un vortex hasta obtener un lisado homogéneo.

Por otro lado, el RNA total de tejido adiposo epididimal de los ratones que estuvieron con el
tratamiento subcrdnico con C. quinoa y el grupo placebo, fue extraido con un previo

tratamiento de la muestra. Brevemente, las muestras de tejido adiposo fueron sometidas a
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disrupcion mecanica y digestion con 1 mL de colagenasa (0,25 mg/mL en medio KRPH), las
muestras fueron incubadas en bafio de agua a 37 °C con agitacion constante durante 20 min,
posteriormente se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min y el intranadante fue eliminado para
luego adicionar 300 pL de solucion de lisis. Seguidamente, las muestras fueron agitadas

vigorosamente en un vortex hasta lisar completamente las células.

Ambas muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 min, luego se trasfirié el
sobrenadante a un muevo tubo libre de RNasa y se adiciond 300 pL de etanol al 70 %, los
tubos se mezclaron y todo su contenido se transfirié al spin cartridge con su tubo recolector
del kit. Las muestras se centrifugaron a 14000 rpm por 15 s a temperatura ambiente y luego
se descarto el flujo y se coloco el spin cartridge dentro de otro tubo recolector para volver a
centrifugar. A continuacién, se adicion6 700 pL del tampon de lavado | al spin cartridge para
luego centrifugarlo y eliminar el flujo, se adicioné 500 pL del tampon de lavado |1 al spin
cartridge y se descartdé nuevamente el flujo obtenido por centrifugacion, este lavado se realizé
dos veces y posteriormente se centrifugo a 14000 rpm durante 2 min para secar la membrana
unida al RNA. Finalmente, se colocd el spin cartridge dentro de un nuevo tubo eppendorf y
se adiciond 50 pL de agua libre de RNasa y se incubé a temperatura ambiente por 1 min. Las
muestras fueron centrifugadas a 15000 rpm por 2 minutos y el eluido que contiene el RNA

total purificado se almaceno inmediatamente a -80°C hasta realizar el DNA copia.

5.15. Sintesis de DNA copia.

El RNA aislado fue cuantificado con un MultiskanGO (Thermo SCIENTIFIC) para realizar
PCR reverso-transcriptasa (RT-PCR) a partir de una concentracion conocida. EI DNA copia
fue obtenido de acuerdo a las indicaciones del kit de reverso transcriptasa (TagMan® Reverse
transcription Reagents, Applied Biosystems N8080234) empleando RT Buffer 1X, MgCl»
1,75 mM, dNTP mix 0,5 mM cada uno, RNasa Inhibidor 1,0 U/pL, randon hexamers 2,5
UM, MultiScribe™ RT 2,5 U/uL, 2 L de RNA total y agua ultra pura (UltraPure™ DEPEC
trated water, Invitrogen) necesaria para un volumen de 20 pL de reaccion por muestra. Las
condiciones del RT-PCR fueron: 25°C por 10 min, 37°C por 30 min, 95°C por 5 min y
mantenido a 4°C hasta su almacenamiento a -20°C para su posterior uso.
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5.16. Expresion génica y PCR cuantitativo.

Los niveles de expresion génica de Leptina, Adiponectina, PPARy, Resistina ¢ IL-6 en
adipocitos, fueron determinados por PCR cuantitativo (QPCR) empleando SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las
condiciones del gPCR fueron: activacion de la enzima a 50°C durante 2 min,
desnaturalizacion a 95°C durante 2 min, los productos de DNAc fueron amplificados durante
40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 3 sy alineacion/extension a 60°C por 30 s, la curva
de disociacion se realizd a 95°C durante 15 s seguido de 60°C por 1nin, 95°C por 15 sy por
Gltimo, 60°C por 15 s. La expresion génica fue normalizada en relacion a la expresion de
genes constitutivos (GPDH y B-actina) usando el método 24t como se describio
anteriormente (Livak & Schmittgen, 2001) y los valores del grupo tratado se compararon con
los valores del grupo placebo. Asi también, se analizd los niveles de expresion de IL-6 en
macrofago estimulados con LPS. Las secuencias de los primers empleados se observan en la
tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de primer empleados para andlisis de expresion génica mediante amplificacion por
gPCR.

Tamario del
Gen Secuencia Amplicon
(pb)

GPDH F 5-AACTTTGGCATTGTGGAAGG -3' 223

R 5- ACACATTGGGGGTAGGAACA -3'
Beta-actina | F 5-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC- 3' 171

R 5'-ATG GAGCCACCGATCCACA -3'
Interleucina- | F 5°- TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC -3’ 140
6 (1L-6) R 5’>-GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG-3’
Resistina F 5' CATCGATGAAGCCATCGACAA 3 151

R 5' GGAGCAGCTCAAGACTGCTGT G 3'
Leptina F 5 ACA CAC GCAGTC GGT ATCC 3' 285

R 5'GAG TAG AGT GAG GCT TCC AGG 3'
Adiponectina | F 5'-GCACTGGC AAGTTCTACTGCAA-3' 122

R 5'-GTAGGTGAAGAGAACGGCCTTGT-3'
PPARg F 5-TTTTCAAGGGT GCCAGTTTC-3’ 198

R 5'-AATCCTTGGCCCTCTGAGAT-3’
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5.17. Analisis estadistico.

Los resultados fueron analizados en el paquete estadistico GraphPad Prisma version 6.0, San
Diego, CA, USA. Los resultados muestran la media £ error estandar y los valores de
probabilidad menores a 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. Los
ensayos de viabilidad celular y la produccion de 6xido nitrico fueron analizados mediante
analisis de varianza de dos vias (two-way ANOVA) seguido del andlisis de comparacion
maltiple de Tukey, los datos de la curva de crecimiento se analizaron a través del T-test ('t
de Student) y el nivel de significancia fue determinado usando el método de Holm-Sidak,
mientras que la produccién de IL-6, TNF-a, captacion de glucosa, medicion de parametros
bioquimicos y expresion génica en macréfagos y adipocitos fueron analizados por ANOVA

de dos vias seguido de multiples comparaciones con el test de Bonferroni.

6. Resultados.

6.1. Las dosis evaluadas de los extractos de C. quinoa no presentan efecto

citotdxico en cultivos primarios de macrofagos peritoneales murinos.

Los ensayos de viabilidad celular mediante la reduccidn de la sal de tetrazolio revelaron que,
todas las dosis evaluadas de los extractos de C. quinoa no presentan efecto toxico sobre los
cultivos primarios de macréfagos peritoneales murinos empleados para la evaluacion anti-

inflamatoria de los extractos acuosos e hidroetanélicos de ambas quinuas.

En la figura 5 se observa el porcentaje de viabilidad celular de los macrofagos murinos
preactivados y estimulados en presencia o ausencia de LPS maés diferentes concentraciones
de los extractos de C. quinoa o dexametazona durante 18 h, disefio metodolégico que fue
empleado para la evaluacion de produccion de 6xido nitrico, IL-6 y TNF-o. Nuestros
resultados muestran que los extractos de C. quinoa no presentan efecto citotoxico a
concentraciones menores de 200 pg/mL y una exposiciéon igual o menor a 18 h de

tratamiento.
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Figura 5 Viabilidad celular de macrofagos posterior a la estimulaciéon con LPS mas diferentes
concentraciones de los extractos de C. quinoa. Macrdfagos peritoneales murinos fueron estimulados en
presencia 0 ausencia de LPS mas diferentes concentraciones de los extractos de C. quinoa durante 18 h.
Posteriormente, el medio fue removido y las células fueron incubadas con MTT 0,5 mg/mL por 4 h mas y
finalmente, los cristales de formazan fueron disueltos con una solucién de &cido clorhidrico 0,04M en
isopropanol. Los resultados muestran que nuestros extractos no presentan efecto toxico sobre estas células. (A)
extracto HYOH-PT, (B) extracto AQU-PT, (C) extracto HYOH-LP, (D) extracto AQU-LP, (a) n=4. Los valores

representan la media + ES (n=16),

62



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS VIRGINIA VELIZ APAZA
A HYOH-PT B AQU-PT
b
1507 150 =
*%
- L N
s s
> =}
= - b
© 100 G 1007 - By o
° °©
© ]
o °
= a
S 501 3 507
S >
=S B3
0 0~
|.Ca + + + + + + +
I.Ca + + + + + + +
Indo - + - - - - -
Indo -t - - AQU-PT - - 500 400 200 100 50
HYOH-PT - - 500 400 200 100 50
mg/mL
mg/mL
C HYOH-LP D AQU-LP
150+ 150 =
s s
=}
2 T, = 5 o 2 .
o 100+ o 100
© ©
] ©
o o
a =
© 50 - © 504
> >
=Y =N
0= 0=
I.Ca + + + + + + + - |.Ca + + + + + + +
Indo - + - - - - - N Indo - + - - - - -
HYOH-LP - - 500 400 200 100 50 - AQU-LP - B 500 400 200 100 50
mg/mL mg/mL

Figura 6 Viabilidad celular de macréfagos después de la estimulacion con 1.Ca mas diferentes
concentraciones de los extractos de C. quinoa. Macrdfagos residentes de la cavidad peritoneal fueron
incubados en presencia o ausencia de las diferentes concentraciones de los extractos de C. quinoa o
indometacina 1 M durante 60 min, posteriormente las células fueron estimuladas por la adicion de 1.Ca 1 uM
por 2 h mas. Seguidamente, el medio fue removido y las células fueron incubadas con MTT 0,5 mg/mL por 4
h més y finalmente, los cristales de formazan fueron disueltos con una solucion de acido clorhidrico 0,04M en
isopropanol. Los resultados muestran que nuestros extractos no presentan efecto toxico sobre estas células. (A)
Extracto HYOH-PT, (B) extracto AQU-PT, (C) extracto HYOH-LP, (D) extracto AQU-LP, (a) n=4, (b) n=5.

Los valores representan la media = ES (n=18),

Por otra parte, los ensayos de MTT posteriores a la exposicion aguda y elevadas
concentraciones de los extractos de C. quinoa (ensayos empleados para la cuantificacion de

ON, PGE; y LTCy), también demostraron no ser toxicos, En la figura 6 se muestra el
e —
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porcentaje de viabilidad de los macrofagos murinos residentes de la cavidad peritoneal
empleados para la evaluacion de la produccion de eicosanoides. Nuestros resultados
muestran que los extractos acuosos de ambas quinuas no modifican la viabilidad celular
(Fig.6B y 6D), mientras que algunas dosis de los extractos hidroetandlicos de ambas variantes
de quinua presentan un aumento significativo en el porcentaje de viabilidad, para el extracto
HYOH-PT el porcentaje de viabilidad a las dosis de 200 y 50 mg/mL es de 116,12 %y 129,09
% respectivamente (Fig. 6A). Asi también, a la dosis de 200 mg/mL del extracto HYOH-LP
la viabilidad celular fue de 114,85 % (Fig. 6C).

6.2. La produccion de 6xido nitrico se ve disminuida en presencia los extractos de
C. quinoa.

La estimulacion de macrofagos peritoneales con LPS promueve un aumento en la produccion

de oxido nitrico, efecto que se ve disminuido en presencia de los diferentes extractos
evaluados (Fig. 7y 8).
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Figura 7. Efecto de los extractos HYOH-PT y AQU-PT sobre la produccién de 6xido nitrico en macréfagos
murinos estimulados con LPS. Macrdfagos murinos preactivados con tioglicolato fueron aislados mediante
lavado intraperitoneal y posteriormente fueron estimulados en presencia y ausencia de LPS 0,5 pug/mL mas

diferentes concentraciones de los extractos durante 18 h. Los resultados muestran disminucion significativa en
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la produccion de éxido nitrico (NO) con ambos extractos. (A) extracto HYOH-PT, (B) extracto AQU-PT. Los
valores representan la media + ES (n=18), *P<0,05 **P<,005 ****P< 0,0001.

Todas las dosis del extracto HYOH-PT mostraron un efecto de disminucion sobre la
produccion de Oxido nitrico en macro6fagos previamente activados con tioglicolato y
estimulados con LPS, en comparacion con el control negativo (LPS 0,5 pg/mL, 100% de
produccion de dxido nitrico). A las concentraciones de 200, 150, 100 y 50 pug/mL de este
extracto, el porcentaje de inhibicion de 6xido nitrico fue de 16,33 % (P<0,01), 22,98 %
(P<0,0001), 20,26 % (P<0,0001) y 19,63 % (P<0,001) respectivamente, como se aprecia en
la Fig. 7A. El extracto AQU-PT solo present6 un 16,09 % y 19,29 % de inhibicion sobre la
produccion de 6xido nitrico a las concentraciones de 200 pg/mL (P<0,05) y 150 pg/mL
(P<0,01), Siendo este efecto menor en comparacion con el control positivo (Dex 1 pM;
31,93% P<0,0001) y muy similar al efecto observado con el extracto HYOH-PT a las dosis
mayores evaluadas (Fig. 7B).

El extracto HYOH-LP a una dosis de 150 pg/mL disminuyd significativamente la produccion
de oOxido nitrico hasta un 20 % aproximadamente (17,4 %, P<0,01), mientras que con las
demas dosis de este extracto, no se observd una disminucidn significativa de este mediador
proinflamatorio (Fig.8A). Por otro lado, no se evidencio una disminucion significativa en la

produccion de 6xido nitrico con todas las dosis evaluadas del extracto AQU-LP (Fig. 8B).
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Figura 8. Efecto de los extractos HYOH-LP y AQU-LP sobre la produccién de 6xido nitrico en macréfagos

murinos estimulados con LPS. Macrdfagos murinos preactivados con tioglicolato fueron aislados mediante
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lavado intraperitoneal y posteriormente fueron estimulados en presencia y ausencia de LPS 0,5ug/mL mas
diferentes concentraciones de los extractos durante 18 h. Solo se aprecia disminucion significativa de 6xido
nitrico (NO) a 150 pg/mL para el extracto HYOH-LP (A) y no asi para el extracto AQU-LP (B). Los valores
representan la media + ES (n=20), *P<0,05 ***P< 0,0001.

Por otra parte, en los ensayos de estimulacion con 1.Ca también se pudo apreciar la
disminucidon de produccion de 6xido nitrico tras el tratamiento con los diferentes extractos
de C. quinoa (Fig. 9 y 10). A las dosis de 500, 400, 200 y 100 mg/mL del extracto HYOH-
PT la disminucion en la produccion de oxido nitrico fue de 29,17 % (P<0,0001); 23,66 %
(P<0,0001); 21,22 % (P<0,0001) y 11,64 % (P<0,001) respectivamente (Fig. 9A). Asi
también, el extracto AQU-PT disminuyd significativamente la produccién de 6xido nitrico
en un 36,25 % (P<0,0001); 23,56 % (P<0,0001) y 12,58 % (P<0,001) a las dosis de 500, 400
y 200 mg/mL respectivamente (Fig. 9B).
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Figura 9. Efecto de los extractos HYOL-PT y AQU-PT sobre la produccién de 6xido nitrico en macrofagos
estimulados con 1.Ca. Macréfagos murinos residentes de la cavidad peritoneal fueron aislados y estimulados
con diferentes concentraciones de los extractos o indometacina 1uM durante 60 min, posteriormente se adiciono
I.Ca. 1uM y se incub6 por 2 h més. Los resultados muestran una disminucion significativa en la produccién de
oxido nitrico con las dosis mas altas avaluadas. (A) Extracto HYOH-PT; (B) extracto AQU-PT; (a) n=6; (b) n=

4; Los valores representan la media £ ES (n=12), ****P<0,0001 ***P< 0,001.

Los extractos de la quinua blanca también disminuyeron significativamente la produccion de

oxido nitrico en comparacion con el grupo control (I.Ca 100% de produccion de éxido
e —
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nitrico). A las dosis de 400 y 200 mg/mL del extracto HYOH-LP la disminucion fue de 15,59
% y 12,51 % (Fig. 10A), mientras que para el extracto AQU-LP la disminucion en la
produccion de 6xido nitrico fue mayor en comparacién con el extracto anterior, a las dosis
de 500, 400, 200 y 100 mg/mL la disminucion fue de 39,50 %; 31,01 %; 17,83 % y 11,55%
respectivamente (Fig. 10B).
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Figura 10 Efecto de los extractos HYOL-LP y AQU-LP sobre la produccion de 6xido nitrico en macréfagos
estimulados con 1.Ca. Macrofagos murinos residentes de la cavidad peritoneal fueron aislados y estimulados
con diferentes concentraciones de los extractos o indometacina 1uM durante 60 min, posteriormente se adiciono
I.Ca. 1uM y se incubd por 2 h més. Los resultados muestran una disminucidn significativa en la produccion de
oxido nitrico con las dosis mas altas avaluadas. (A) Extracto HYOH-LP; (B) extracto AQU-LP; (a) n=6; Los

valores representan la media + ES (n=12), ** P<0,01 ***P< 0,001 ****P<0,0001.

Si bien la estimulacién de macréfagos en presencia de 1.Ca no es un método estandar para la
cuantificacion de 6xido nitrico, estos resultados nos permitieron identificar posibles dosis de
los extractos de C. quinoa que tendrian efecto sobre la disminucion en la produccion de PGE»
y LTCs. En este sentido, las dosis de todos los extractos que presentaron un efecto
significativo en la disminucion de la produccién de oxido nitrico fueron las dosis que se
evaluaron para la cuantificacion de los mediadores inflamatorios de origen lipidico (PGE2 y
LTC,).
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6.3. Los extractos de C. quinoa presentan tendencia a disminuir la produccion de

citoquinas pro-inflamatorias.

La actividad anti-inflamatoria de C. quinoa fue evaluada también sobre la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias de interés como IL-6 y TNF-a. Sin embargo, solo se pudo
apreciar disminucion en la produccién de IL-6 (Fig. 3y 4) y no asi en la produccion de
TNF-a (Fig. 5 y 6). Para el extracto HYOH-PT se evidencio una disminucién significativa
en la produccion de IL-6 a la dosis de 200 pg/mL, la disminucion fue de 15248,6 + 842,6
pg/mL (control negativo LPS) a 10520,4 + 845,7 pg/mL (P<0,01). Ademas, también se
aprecio una disminucion de este mediador pro-inflamatorio con las demas dosis evaluadas
de este extracto (150 y 100 pg/mL produccién de IL-6: 11487,9 + 687,6 pg/mL y 11517,8 £
1379,7 pg/mL respectivamente), siendo este efecto estadisticamente no significativo (Fig.

11A).
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Figura 11. Efecto de los extractos HYOH-PT y AQU-PT sobre la produccién de IL-6 en macréfagos murinos
estimulados con LPS. Macr6fagos murinos preactivados con tioglicolato fueron aislados mediante lavado
intraperitoneal y posteriormente fueron estimulados en presencia y ausencia de LPS 0,5 pug/mL mas diferentes
concentraciones de los extractos durante 18 h. Los resultados muestran disminucién significativa de IL-6 a 200
pg/mL para el extracto HYOH-PT (A) y a 100 pug/mL para el extracto AQU-PT (B). Los valores representan
la media + ES (n=5), *P<0,05 **P< 0,01 ****P<0,0001.

68



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS VIRGINIA VELIZ APAZA

Por otro lado, el extracto AQU-PT también presento un efecto similar, a la dosis de 100
pg/mL demostré una disminucién significativa en la produccion de IL-6 (11379,3 £ 1746
pg/mL; P<0,05) en comparacion con el control negativo, mientras que en las demas dosis
evaluadas el efecto de disminucion de IL-6 no fue significativo (200 y 150 pg/mL
produccion de 1L-6: 13028,4 + 502,8 pg/mL y 13785 + 524,8 pg/mL respectivamente; Fig.
11B).

El extracto HYOH-LP disminuyd significativamente la produccién de IL-6 a la
concentracion de 50 pg/mL (9250,9 + 1457,7 pg/mL, P<0,01) en comparacion con el control
negativo (LPS 0,5 pg/mL; 15248,6 + 842,6 pg/mL), efecto menor al que se observa con el
control positivo (Dex 1uM; 1825 pg/mL, P<0,0001). No obstante, a dosis mayores no se
evidencio una disminucion significativa de este mediador (Fig. 12A). Por otra parte, no se
evidencio efecto significativo sobre la produccion de IL-6 con todas las dosis evaluadas del
extracto AQU-LP (Fig. 12B).
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Figura 12. Efecto de los extractos HYOH-LP y AQU-LP sobre la produccion de IL-6 en macréfagos murinos
estimulados con LPS. Macréfagos murinos preactivados con tioglicolato fueros aislados mediante lavado
intraperitoneal y posteriormente fueron estimulados en presencia y ausencia de LPS 0,5 pg/mL maés diferentes
concentraciones de los extractos durante 18 h. Los resultados muestran disminucion significativa de IL-6 a 50
pg/mL para el extracto HYOH-LP (A) mientras que para el extracto AQU-LP no se aprecia disminucion

significativa (B). Los valores representan la media + ES (n=5), **p<0,01 ****p< 0,0001.

69



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS VIRGINIA VELIZ APAZA

En cuanto a la produccién de TNF-o, los extractos evaluados no mostraron efecto
significativo alguno sobre la produccion de este mediador (Fig. 5y 6). La produccién de
TNF-a se mantuvo de forma similar a la del control negativo (LPS 8443,6 + 163,9 pg/mL)
tras la estimulacion con las diferentes concentraciones del extracto HYOH-PT; para las dosis
de 200, 150 y 100 pg/mL produccion de TNF-a fue de: 8327,5 + 986,6 pg/mL, 99942 +
1252,5 pg/mL y 7898 + 1747,8 pg/mL respectivamente (Fig.13A). En cambio, el extracto
AQU-PT muestra un ligero aumento en la produccién de este mediador en comparacién con
el control negativo (Dosis: 200, 150 y 100 mg/mL produccién de TNF- a: 10518,7 = 1332,1
pg/mL; 9138,9 + 1303,8 pg/mL y 10024,5 + 1682,7 pg/mL respectivamente), efecto que

resultd no significativo estadisticamente (Fig. 13B).
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Figura 13. Efecto de los extractos HYOH-PT y AQU-PT sobre la produccion de TNF-a en macréfagos
murinos estimulados con LPS. Macrdfagos murinos preactivados con tioglicolato fueros aislados mediante
lavado intraperitoneal y posteriormente fueron estimulados en presencia y ausencia de LPS 0,5 pg/mL mas
diferentes concentraciones de los extractos durante 18 h. Los resultados muestran que el extracto HYOH-PT
(A) y el extracto AQU-PT (B) no modifican significativamente la produccion de TNF-a. Los valores

representan la media + ES (n=5), ***p< 0,001.

Asi mismo, los extractos HYOH-LP y AQU-LP no disminuyeron la produccién de TNF- o
tras la estimulacion con las diferentes concentraciones de estos extractos (Fig. 14). Y a pesar

de que se observa un ligero aumento de esta citoquina con el extracto HYOL-LP a la dosis
e —
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de 100 pg/mL (produccion de TNF- o 10187 + 2320,5 pg/mL), este efecto resulté no
significativo en comparacion con el control negativo (LPS 8443,6 + 163,9 pg/mL) (Fig. 14A).
Mientras que, para el extracto AQU-LP no se aprecié modificacion alguna sobre la
produccion de TNF-a (Fig. 14B)
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Figura 14. Efecto de los extractos HYOH-LP y AQU-LP sobre la produccion de TNF-a en macréfagos
murinos estimulados con LPS. Macr6fagos murinos preactivados con tioglicolato fueron aislados mediante
lavado intraperitoneal y posteriormente fueron estimulados en presencia y ausencia de LPS 0,5 pg/mL més
diferentes concentraciones de los extractos durante 18 h. Los resultados muestran que el extracto HYOH-LP
(A) y el extracto AQU-LP (B) no modifican significativamente la produccion de TNF-o. Los valores

representan la media + ES (n=5), ***p< 0,001.

6.4. Los extractos de C. quinoa presentan tendencia a disminuir la expresion

génica de IL-6.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en los anteriores ensayos, se evaluo también la
expresion génica de IL-6 en los macrdéfagos primarios estimulados con LPS. Los extractos
de C. quinoa disminuyeron la expresion génica de IL-6 con un patrén muy similar al obtenido
con los anteriores ensayos, los extractos HYOH-PT, AQU-PT y HYOH-LP disminuyeron
significativamente la expresion de esta citoquina en un 37 + 13.4%, 38 + 6.1% y 40 £ 2.4%
a una dosis de 200 pg/mL para los dos primeros extractos y a 50 pg/mL para HYOH-LP
(P<0,05 ver Fig. 15A, 15B y 15C), mientras que con las otras dosis de los extractos HYOL-
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PT y HYOL-LP solo se observa una ligera disminucién de 13,2 + 8,2% y 14,2 + 19,8%
respectivamente, efecto que no fue estadisticamente significativo. Por otro lado, el extracto
AQU-LP también mostré una tendencia en la disminucion de la expresion de IL-6, a la dosis
de 100 pg/mL se observo solo una disminucion de 34,9 + 19,9% (Fig. 15D), efecto no

significativo gque se observd también en los anteriores ensayos.
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Figura 15. Efecto de los extractos de C. quinoa sobre los niveles de expresion génica de IL-6 en macrofagos
murinos estimulados con LPS. Macrdfagos murinos preactivados con tioglicolato fueron aislados mediante
lavado intraperitoneal y posteriormente fueron estimulados en presencia y ausencia de LPS 0,5 pg/mL mas
diferentes concentraciones de los extractos durante 18 h. Seguidamente, las células fueron lisadas y se extrajo
el RNAm para la evaluacion de expresién génica. Los resultados muestran disminucion significativa de la
expresién de I1L-6 para los extractos HYOH-PT (A) y AQU-PT (B) a una dosis de 200 pug/mL y para el extracto
HYOH-LP a la dosis de 50 pg/mL (C), mientras que para el extracto AQU-LP no se aprecia disminucion
significativa (D). Los valores representan la media + ES (n=3),*p<0,05 y ***p< 0,001.
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6.5.Los extractos de C. quinoa inhiben la produccién de PGE2y LTC4en macrdéfagos

estimulados con lonoforo de calcio.

Los extractos de C. quinoa ejercen un efecto inhibidor sobre la produccién de PGE: en
macrofagos murinos primarios (Fig.16 y 17). Los resultados obtenidos muestran una
disminucion de PGE; en presencia de todas las dosis del extracto HYOH-PT, la produccion
de PGE2 disminuy0 de 3968,78 pg/mL (grupo control de solo londforo de calcio) a 3779.91
pg/mL (P<0,05), 2414,48 pg/mL (P< 0,0001), 2534,38 pg/mL (P<0,0001) y 2217,99 pg/mL
(P<0,0001) a las dosis de 500,400, 200 y 100 mg/mL respectivamente (Fig. 16A). Este
extracto tuvo un mayor efecto con las dosis menores a 500 mg/mL disminuyendo
aproximadamente entre un 44 % y 36% la produccion de PGE2, mostrando una eficacia de
casi el 50% y un poco mas de actividad que presentd el control positivo de Indometacina, el

cual disminuyd en un 74 % la produccion de este mediador (Indo 1009,18 pg/mL P<0,0001).
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Figura 16. Efecto de los extractos HYOH-PT y AQU-PT sobre la produccion de PGE2 en macréfagos
estimulados con 1.Ca. Macrofagos murinos residentes de la cavidad peritoneal fueron aislados y estimulados
en presencia o ausencia de indometacina 1 UM y diferentes concentraciones de los extractos durante 1 h con
posterior estimulaciéon de 1.Ca 1 UM por 2 h més. Los resultados muestran un efecto significativo para la
disminucion de la produccion de PGE. (A) extracto HYOH-PT, (B) extracto AQU-PT. Los valores representan
la media £ ES (n=2), *P<0,05 ***P<0.001 ****P<0,0001.
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Por otra parte, el extracto AQU-PT también disminuy6 la produccion de PGE2 en un 29%
(2826,99 pg/mL P<0,0001) y 12 % (3472,80 pg/mL P<0,0001) a las dosis de 500 y 400
mg/mL respectivamente. Sin embargo, a las dosis de 200 y 100 mg/mL la produccion de
PGE2 se aumentd en un 6 % y 9 % (P<0,01) en comparacion con el grupo control de I.Ca.
(3968,78 pg/mL). Este extracto mostro un efecto anti-inflamatorio solo con las dosis mas
elevadas, el mismo que es menor al efecto obtenido con el extracto HYOH-PT vy el control
positivo de Indometacina 1009,18 pg/mL (P<0,0001; ver Fig. 16B).

El extracto HYOH-LP también ejerce un efecto de inhibicion sobre la produccion de PGE:
con ambas concentraciones evaluadas, a las dosis de 400 y 200 mg/mL la produccién de
PGE2 disminuy6 de 4143,52 pg/mL (grupo control de 1.Ca.) a 2845,9 pg/mL (P<0,0001) y
2880,8 pg/mL (P<0,0001) respectivamente (Fig. 17A), este extracto logré disminuir
aproximadamente en un 30% la produccion de PGE2 mostrando el 50% de efectividad que
presentd el control positivo de Indometacina (1629,94 pg/mL, P<0,0001) el cual logro
disminuir la produccion de PGE2 en un 60% en esta ocasion. En cuanto al extracto AQU-LP
se puede observar disminucion de PGE: significativa a las concentraciones de 500, 400 y 100
mg/mL (3899,67 pg/mL P<0,01; 3251,86 pg/mL P<0,0001 y 3852,99 pg/mL P<0,001
respectivamente. Fig. 17B), donde el mayor efecto de inhibicion fue del 22% a la dosis de
400 mg/mL, siendo este efecto de menor eficacia en comparacion con el efecto que ejerce el
control positivo (Indo 1629,94 pg/mL, P<0.0001) y los extractos HYOH-LP (P<0,0001).
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Figura 17. Efecto de los extractos HYOH-LP y AQU-LP sobre la produccion de PGE2 en macréfagos
estimulados con 1.Ca. Macrofagos murinos residentes de la cavidad peritoneal fueron aislados y estimulados
en presencia o ausencia de indometacina (Indo) y diferentes concentraciones de los extractos durante 1 h con
posterior estimulacién de 1.Ca 1 uM por 2 h maés. Los resultados muestran un efecto significativo para la
disminucion de la produccion de PGE, (A) extracto HYOH-LP, (B) extracto AQU-LP. Los valores representan

la media £ ES (n=2), **P<0.01 ***P<0,001 ****P< 0,0001.

Por otra parte, la produccion de LTC4también se ve disminuida en presencia de los diferentes
extractos evaluados tras la estimulacion con lonéforo de Calcio (Fig. 18 y 19). Todas las
concentraciones evaluadas del extracto HYOH-PT presentan una disminucidn significativa
en la produccion de LTC4en comparacion con el control negativo (1.Ca 5706,28 pg/mL), este
extracto mostr6 una inhibicién completa de la produccion de LTC4 a la concentracion de 500
mg/mL (202,50 pg/mL, P<0.0001). Asi mismo, a las dosis de 400, 200 y 100 mg/mL el
extracto disminuy6 la produccion de LTC4 en un 24 % (4316,23 pg/mL P<0,0001), 53 %
(2685,22 pg/mL P<0,0001) y 30 % (3964,44 pg/mL P<0,0001) respectivamente, efectos que
resultaron con mayor eficacia al que ejerce la indometacina (4693,30 pg/mL, P<0,0001, ver
Fig. 18A).

Las dosis del extracto AQU-PT también mostraron una inhibicién significativa de la
produccion de LTC4 que es muy parecida al efecto obtenido con la indometacina (4693,30
pg/mL, P<0,0001). La inhibicion de la produccion de este mediador fue del 11 % (5103,33
pg/mL, P<0,01), 22% (4462,82 pg/mL, P<0,001) y 62 % (2149,41 pg/mL, P<0,0001) con las
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dosis de 500, 200 y 100 mg/mL respectivamente (Fig. 18B). Sin embargo, a la dosis de 400
mg/mL del mismo extracto se observa una sobreproduccion de LTC4 (6561,12 + 91,58
pg/mL), el cual muestra un comportamiento inusual debido a que a concentraciones mayores
y menores presenta un efecto opuesto que hace suponer que este Ultimo resultado se tratase

de un efecto de sobre reactividad de los macréfagos en esa condicidn especifica.
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Figura 18. Efecto de los extractos HYOH-PT y AQU-PT sobre la produccién de LTCs en macrdéfagos
estimulados con 1.Ca. Macréfagos murinos residentes de la cavidad peritoneal fueron aislados y estimulados
en presencia o ausencia de indometacina (Indo) y diferentes concentraciones de los extractos durante 1 h con
posterior estimulacién de 1.Ca 1 pM por 2 h més. Los resultados muestran un efecto significativo para la
disminucion de la produccidon de LTC4, (A) extracto HYOH-PT, (B) extracto AQU-PT. Los valores representan
la media £ ES (n=2), **P<0,01 ***P<0,001 ****P< 0,0001

Las dosis evaluadas menores de 500 mg/mL de los extractos HYOH-LP y AQU-LP también
ejercen inhibicion de la produccion de este mediador inflamatorio de origen lipidico en
comparacion con su control negativo (1.Ca. 5241,34 pg/mL). Asi se tiene, un 54 % (2396,65
pg/mL, P<0,0001) y 71 % (1512,41 pg/mL, P<0,0001) de inhibicion en la produccién de
LTC4 para las dosis de 400 y 200 mg/mL del extracto HYOH-LP (Fig. 19A), mientras que
para las dosis de 400, 200 y 100 mg/mL del extracto AQU-LP la inhibicién fue de 58 %
(2204,29 pg/mL, P<0,0001), 54% (2431,05 pg/ml, P<0,0001) y 40% (3124,28 pg/mL,
P<0,0001) respectivamente (Fig. 19B), efectos que resultaron tener mayor eficacia que el

grupo control con indometacina (4687,34+196,19 pg/mL, P<0,05). Sin embargo, a la dosis
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mas alta del extracto AQU-LP (500 mg/mL) se observé una sobreproduccion de LTC4
(6466,59 pg/mL, P<0,001)), lo cual indica que a mayores concentraciones de este extracto se

podria obtener un efecto proinflamatorio.

Ambos extractos hidroetanolicos (HYOH-PT y HYOH-LP) presentaron un efecto mayor a
los extractos acuosos (AQU-PT y AQU-LP) demostrando una vez mas que los extractos

hidroetandlicos presentan un mayor efecto de inhibicion de mediadores inflamatorios.
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Figura 19. Efecto de los extractos HYOH-LP y AQU-LP sobre la produccién de LTCs en macréfagos
estimulados con 1.Ca. Macrofagos murinos residentes de la cavidad peritoneal fueron aislados y estimulados
en presencia o ausencia de indometacina (Indo) y diferentes concentraciones de los extractos durante 1 h con
posterior estimulaciéon de 1.Ca 1 uM por 2 h mas. Los resultados muestran un efecto significativo para la
disminucion de la produccion de LTCy, (A) extracto HYOH-LP, (B) extracto AQU-LP. Los valores representan
la media £ ES (n=2), *P<0,05 ***=P<0.001 ****p<0,0001.

6.6. Los extractos de C. quinoa no estimulan la captacion de glucosa en adipocitos

mMurinos primarios.

Adipocitos murinos de tejido epididimal fueron aislados y sometidos a elevadas
concentraciones de glucosa con previa estimulacion de los extractos HYOH-PT y AQU-PT.
Después de 30 min, el medio fue recolectado y se cuantifico la concentracion de glucosa en

el mismo para inferir de forma indirecta la captacion de glucosa por los adipocitos. En la

e —
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figura 20 se muestra la concentracion de glucosa en el medio al tiempo 0 y después de los 30
minutos de adicion de glucosa, los resultados muestran una disminucion significativa de la
concentracion de glucosa en el medio tras la estimulacion con 200 mg/mL (8,4 = 0,13 mM;
P<0,0001) y 100 mg/mL (8,04 + 0,24 mM; P< 0,0001) del extracto AQU-PT en comparacion
con el tiempo inicial (10 £ 0,19 mM y 10 £ 0,16 mM respectivamente) (Fig. 20B); sin
embargo, esta disminucion es muy similar al efecto obtenido con el control (8,14 £ 0,15 mM).
Un panorama muy similar se presenta tras la estimulacion con el extracto HYOH-PT a la
concentracion de 200 mg/ml, donde se puede apreciar una disminucién significativa de la
concentracion de glucosa en el medio de 10 £ 0,22 mM a 8,8 £ 0,19 mM (P<0,0001), efecto
que no es significativamente menor en comparacién con el control (8,8 £ 0,18 mM, Fig.
20A). A la dosis de 100 mg/ml de este extracto no se observo disminucion significativa de la
concentracion de glucosa en el medio después de los 30 min en presencia de los estimulos
(9,11 + 0,15 mM).
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Figura 20. Efecto de los extractos de C. quinoa sobre la captacion de glucosa en adipocitos murinos.
Adipocitos murinos primarios de tejido epididimal fueron aislados y estimulados en presencia de 200 y 100
mg/mL de los extractos de C. quinoa durante 20 minutos y posteriormente fueron incubados por 30 min mas a
37°C en presencia de glucosa 10 mM. La concentracion de glucosa en el medio fue cuantificado al tiempo
inicial y luego de 30 min de la incubacion con glucosa. Los resultados muestran disminucién de la concentracion
de glucosa en el medio para inferir de manera indirecta la captacién de glucosa. (A) extracto HYOH-PT, (B)
extracto AQU-PT. Los valores representan la media = ES (n=8), ***P<0,001. ****P<(,0001
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6.7. Los pardmetros sanguineos en ratones alimentados con el extracto HYOH-PT

no son alterados.

La dieta suplementada con el extracto HYOH-PT en ratones Swiss albinos durante 30 dias,
no modifico su crecimiento ni los niveles sanguineos de glucosa, triglicéridos y colesterol
total en comparacidon con el grupo control. Si bien en la figura 21A se observa que el grupo
tratado con el extracto HYOH-PT inicia el tratamiento con un peso promedio mayor al del
grupo placebo (14,64 £ 0,57 g. y 12.85 £ 0,41 g. respectivamente), esta diferencia
significativa se va desvaneciendo después del sexto dia de tratamiento mostrando
posteriormente un crecimiento normal y equiparable al del grupo placebo. Pero ademas, se
puede observar una ligera disminucion del peso en el grupo tratado con el extracto después
del dia 26 del tratamiento mientras que en el grupo placebo el promedio del peso corporal

sigue incrementandose hasta el punto final del ensayo.

Por otro lado, los niveles de glucosa, triglicérido y colesterol total no fueron modificados
significativamente tras la suplementacion con el extracto HYOH-PT. En la figura 21B se
muestra una ligera disminucion en los niveles de triglicéridos siendo 93,65 + 4,61 mg/dL
para el grupo tratado y 107,76 + 8,08 mg/dL para el grupo placebo, mientras que los valores
para colesterol total y glucosa son relativamente similares en ambos grupos (glucosa 161,43
* 6,34 mg/dL y colesterol total 96,78 £ 4,22 mg/dL para el grupo tratado; 164,91 £+ 7,51
mg/dL y 99,08 + 4,67 mg/dL respectivamente para el grupo placebo).

Por otra parte, el almacenamiento de lipidos dentro del tejido adiposo epididimal no fue
modificado significativamente tras el tratamiento con el extracto HYOH-PT. En la tabla 4 se

aprecia el peso promedio del tejido adiposo y el higado de los ratones en tratamiento.
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Figura 21. Crecimiento y niveles plasméticos de glucosa, triglicéridos y colesterol total de los ratones tratados
con el extracto HYOH-PT. Ratones Swiss albino de entre 12 y 14 g. fueron alimentados con una dieta
suplementada con el extracto HYOH-PT durante 30 dias. Los resultados muestran un crecimiento normal y
peso similar en ambos grupos durante el tratamiento (A), y parametros sanguineos no modificados
significativamente tras los 30 dias de tratamiento en ambos grupos (B). Los valores representan la media + DS

en la figura A y media + ES para la figura B (n=10 por grupo).

Tabla 4. Peso de drganos de los animales tratados con el extracto HYOL-PT.

_ Placebo HYOH-PT

Tejido adiposo 0,724 + 0,056 0,582 + 0,064
epididimal
Higado 1,776 £ 0,074 1,817 £ 0,045

6.8. La expresion de adipoquinas es modificada por el extracto HYOL-PT.

La expresion génica de algunas adipoquinas provenientes de los adipocitos aislados del tejido
epididimal de los ratones Swiss albino, fue modificada tras la alimentacion suplementada con
el extracto HYOL-PT durante 30 dias en comparacion con el grupo placebo. La expresion

génica de leptina en el grupo tratado es 1,8 £ 0,18 veces mayor que el grupo placebo
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(P<0,0001). Asi mismo, la expresion génica de IL-6 también fue disminuida
significativamente (0,76 + 0,046) en comparacion con el grupo placebo (1,033 + 0,05;
P<0,001). Por otra parte, los niveles de expresion de resistina y PPARy fueron ligeramente
menores en el grupo tratado (0,94 + 0,064 y 0,867 + 0,049 respectivamente), en comparacion
con el grupo placebo (1,11 + 0,093 para resistina y 1,024 = 0,042 para PPARy). Sin embargo,

estos valores no son estadisticamente significativos.

Otro posible efecto del extracto HYOH-PT se puede apreciar por la tendencia a promover la
secrecion de adiponectina (adipoquina que promueve la secrecion y sensibilizacion de la
insulina). A pesar de que el resultado no es significativo, la expresion de esta adipoquina
tiende a aumentar de 1,019 £ 0,041 en el grupo placebo, a 1,103 £ 0,043 en el grupo
suplementado con el extracto HYOH-PT (Fig. 22)
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Figura 22. Niveles de expresion génica de adipoquinas provenientes de tejido epididimal de ratones tratados
con HYOL-PT. Ratones Swiss albino de entre 12 y 14 g fueron alimentados con una dieta suplementada con el
extracto HYOH-PT durante 30 dias. Posteriormente, el tejido adiposo epididimal fue sustraido y se realizé el
aislamiento de RNAm para la evaluacion de la expresion génica de adipoquinas. Los resultados muestran un
aumento de la expresion de leptina y una disminucion de IL-6 estadisticamente significativos, ademas se
observa una tendencia favorable para reducir el grado de inflamacion dentro del tejido adiposo. Los valores
representan la media £ ES (n=10 por grupo) **P<0,01. ****P<(,0001.
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7. Discusion.

En la actualidad se han realizado varios estudios de plantas con actividad anti-inflamatoria
y/o anti-diabética para coadyuvar al tratamiento de la diabetes, sin embargo, se conoce poco
sobre la actividad de Chenopodium quinoa Willd. sobre mediadores inflamatorios presentes
en obesidad y DMT2. En este estudio se ha podido verificar que los extractos de C. quinoa
presentan actividad reguladora sobre varios mediadores pro-inflamatorios que se encuentran
caracteristicamente elevados durante la obesidad y DMT2. Adicionalmente, se evidencid la
diferencia de actividad que existe entre dos tipos de extracto de dos variantes de C. quinoa.
Nuestros resultados muestran un efecto favorable para la disminucion de mediadores pro-
inflamatorios, efecto que es mas evidente en los extractos hidroetanélicos de ambas quinuas
y particularmente en el extracto HYOL-PT. Aungue ambas quinuas fueron tipificadas como
Chenopodium quinoa Willd., nuestros resultados demostraron diferencia en la eficacia de
accion anti-inflamatoria entre estas dos variantes de C. quinoa, efecto que estaria relacionado
con la composicion de nutrientes y/o compuestos bioactivos de cada tipo de quinua. La
variabilidad en la composicion fitoquimica entre diferentes genotipos de C. quinoa fue
descrita anteriormente (Saad-Allah & Youssef, 2018) y otros estudios también abalan la
diferencia fitoquimica como consecuencia de las diferentes condiciones agroecolégicas y
factores medio-ambientales en las que fueron cultivados (Igbal, Yaning, Waqas, Shareef, &
Raza, 2018; Reguera et al., 2018).

La sobreexpresion de iNOS y la produccion de 6xido nitrico juegan un rol muy importante
para el desarrollo de resistencia a la insulina inducida por la obesidad en tejidos periféricos
como el musculo esquelético (Sugita et al., 2005) e higado (Shinozaki et al., 2011). Nuestros
hallazgos muestran que la disminucion en la produccion de este mediador en macrofagos
activados, fue inducida por los extractos de C. quinoa de manera dosis dependiente, a
excepcion del extracto AQU-LP donde la disminucién no fue estadisticamente significativa.
El efecto anti-inflamatorio de C. quinoa fue reportado previamente, donde la inhibicion sobre
la produccién de é6xido nitrico, IL-6 y TNF-a fue inducida por saponinas presente en las
semillas de C. quinoa (Yao, Yang, et al., 2014), estos compuestos glucosidos de esteroides o
de triterpenoides se encuentran en varias partes de la planta de quinua pero

predominantemente en la corteza de las semillas (Kuljanabhagavad, Thongphasuk,
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Chamulitrat, & Wink, 2008) y han sido reconocidas como el principal factor anti-nutricional
del grano debido a la alta toxicidad que presenta en sangre, aunque la toxicidad oral reportada
en animales es baja (Filho et al., 2017). A pesar de ello, las semillas de quinua forman parte
de la alimentacién de los pueblos andinos para la preparacién de harinas y platos tipicos de
la region. Sin embargo, su preparacion se realiza después de varios lavados en agua para
eliminar las saponinas que presentan un sabor amargo. En este sentido y rescatando el uso
tradicional de las semillas de C. quinoa, nuestro estudio empled semillas lavadas varias veces

en agua destilada hasta eliminar la espuma caracteristica que indica la presencia de saponinas.

Por lo anteriormente citado, nuestros resultados sugieren que la actividad anti-inflamatoria
de los extractos de C. quinoa no se debe Unicamente a la presencia de saponinas, y que por
lo tanto existen otras moléculas que presentan esta actividad.

Adicionalmente, los macrofagos estimulados con LPS muestran una disminucion
significativa en la produccion de IL-6, para los extractos HYOH-PT, AQU-PT y HYOH-LP
con solo una dosis de las tres que fueron evaluadas por cada tipo de extracto. Los extractos
AQU-PT y HYOH-LP muestran una tendencia de disminucién en la produccién de IL-6 con
las concentraciones minimas evaluadas, mientras que el extracto HYOH-PT muestra una
disminucion significativa a la mayor dosis evaluada con un perfil dosis dependiente,
demostrandose también que existe un mejor pronostico para los extractos hidroetanolicos de
ambas quinuas. Se conoce que la estimulacion con LPS promueve la activacion del TLR4 el
cual promueve la translocacion de NF-«f para la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias
como: IL-1p, IL-8, IL-12 y TNF-a, siendo esta Ultima la principal inductora de la produccién
de IL-6 y 6xido nitrico (Ptociennikowska, Hromada-Judycka, Borzecka, & Kwiatkowska,
2015). No obstante, la produccion de TNF-a no fue modificada significativamente con
ninguno de los cuatro extractos, aunque la menor produccion de TNF-a se observa a las
concentraciones mas altas evaluadas, siendo este efecto mas apreciable en presencia de
HYOH-PT donde la concentracion de esta citoquina es ligeramente menor pero no
significativa en comparacion con el control positivo, a pesar de que la estimulacién de los

macrdfagos fue la misma para la evaluacion de estos tres mediadores inflamatorios.
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En los ultimos afios, varios estudios confirman que los granos de C. quinoa presentan una
potente actividad antioxidante, antinflamatoria, inmunoreguladora y anticancer, donde los
polisacaridos, compuestos fendlicos y flavonoides serian los componentes mas comunes que
ejercen estos efectos beneficiosos (Elisha et al., 2016; Hu et al., 2017; G. Ren et al., 2017,
Yao, Shi, et al., 2014). Adicionalmente, otro estudio demostrd que la causa de reduccién de
IL-6 y TNF-a observado en lineas celulares de macrofagos RAW264.7 estimulados con LPS,
no es debida solo a la presencia de polisacaridos, sino también a la actividad de lunasina, un
péptido presente en los granos de C. quinoa que mostrd un potente efecto anti-inflamatorio y
anti-oxidante (G. Ren et al., 2017). El hecho de que nuestros resultados no muestran una
disminucion significativa de TNF- o, no es indicativo de que nuestros extractos no
disminuyen su produccion, pero esta deficiente actividad podria ser como consecuencia de
un periodo corto de estimulacion en comparacion con los otros estudios donde la
estimulacion se realizé durante 24 horas o debido a las bajas concentraciones evaluadas en
nuestro estudio en comparacion con los estudios mencionados anteriormente donde se
emplearon fracciones separadas de los extractos de C. quinoa (G. Ren et al., 2017; Yao, Shi,
et al., 2014). A pesar de ello, nuestros resultados sugieren que C. quinoa podria regular la
expresion génica de mediadores pro-inflamatorios, esto debido a que los extractos HYOH-
PT, AQU-PT y HYOH-LP disminuyen significativamente la expresion génica de IL-6 en
macrdfagos primarios estimulados con LPS, efecto que presenta un patron similar a los
resultados obtenidos con los ensayos de ELISA, la disminucion significativa de ON e IL-6 y
la deficiente actividad sobre TNF-a, nos sugiere que estos extractos podrian tener
componentes con actividad mas selectiva y podrian actuar también en otras vias relacionadas
a la del NF-«xp, por lo que la expresion de iNOS y la via p38 de la sefializacion alterna de
TNF-a que estimula la produccion de IL-6 y 6xido nitrico en macrofagos (Parameswaran &
Patial, 2010; Yang et al., 2014), podrian ser dianas de estudio para el entendimiento de la

actividad anti-inflamatoria que presentan estos extractos.

Los macrofagos juegan un rol muy importante para el desarrollo de la inflamacién cronica
observada en la obesidad, sindrome metabolico y DMT2 (Esser, Legrand-Poels, Piette,
Scheen, & Paquot, 2014); la mayor produccién de mediadores inflamatorios durante estas

patologias esta dado por la activacién de macréfagos residentes del tejido adiposo y la
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infiltracion de células de sistema inmune dentro del tejido adiposo (Amano et al., 2014). En
este sentido, en nuestro estudio también se evaluod la actividad de C. quinua sobre la
produccion de mediadores inflamatorios de origen lipidico (PGE2 y LTC4) en macréfagos
estimulados con iondforo de calcio A23187, el cual transfiere selectivamente calcio y
magnesio a traves de las membranas bioldgicas, promoviendo la activacion de varias enzimas
dependientes de calcio (Luckasen, White, & Kersey, 1974). Entre ellos, la cPLAza se activa
gracias al aumento intracelular de calcio y libera &cido araquiddnico para la produccion de
eicosanoides (Leslie, 2015) tales como las prostaglandinas y leucotrienos (Funk, 2001).
Nuestros resultados muestran un efecto inhibidor de todos los extractos de C. quinoa sobre
la produccion de PGE. y LTC4. De hecho, el extracto AQU-PT muestra una relacion de dosis
versus efecto, a diferencia del extracto HYOH-PT el cual a concentraciones menores,
disminuye significativamente la produccion de PGE; efecto que se repite de manera similar
al obtenido con los extracto de la quinua blanca. Ademas, los extractos HYOH-PT y HY OH-
LP presentan un efecto mayor en comparacién con los extractos AQU-PT y AQU-LP debido
a que logran disminuir la produccion de PGE2 en mas de 30% en comparacion con sus

controles negativos.

Por otra parte, la produccion de LTCs también disminuyo tras la estimulacion de los
macrdfagos con todos los extractos. La inhibicion de LTC4 por los extractos HYOH-LP y
AQU-LP presentan un efecto muy similar a concentraciones menores de 400mg/mL mientras
que el extracto HYOH-PT mostré un efecto mas potente que el extracto AQU-PT a las dosis
de 500, 400 y 200 mg/mL, demostrando una vez méas una mayor actividad anti-inflamatoria
en comparacion con los demas extractos evaluados. A pesar de que no se han reportado
estudios de C.quinoa sobre la produccidn de eicosanoides en ensayos in vitro, se estima que
la actividad inhibitoria de nuestros extractos sobre la produccién de PGE2 y LTC4 podria ser
ocasionada por las betalainas presentes en las semillas de C. quinoa (Escribano et al., 2017,
Vidaurre-Ruiz, Dias-Rojas, Mendoza-Llamo, & Solano-Cornejo, 2017). Se ha reportado que
betalainas presentes en algunas de las especies de Amarantaceae presentan un efecto
inhibidor sobre LOX, COX-1 y COX-2 (Graf et al., 2016; Jayaprakasam, Zhang, & Nair,
2004; Vidal, Lépez-Nicolés, Gandia-Herrero, & Garcia-Carmona, 2014).
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La hiperglicemia caracteristica de la DMT2 esta asociada también a una disminucién en el
transporte de glucosa inducida por la insulina en el tejido adiposo y tejido muscular que
eventualmente resulta en resistencia a la insulina (Bhattacharya et al., 2007; Chawla et al.,
2011). En este sentido, nosotros también evaluamos el posible efecto antidiabético de C.
quinoa con relacion a la estimulacion de la captacion de glucosa en adipocitos primarios.
Aunque se ha reportado que un lixiviado de C. quinoa rico en 20- hidroxiecdisona (20E), un
fitoesteroide presente en las semillas y hojas de C. quinoa; reduce significativamente los
niveles de glucosa en ayunas de ratones obesos e hiperglucémicos inducidos por la dieta
(Graf et al., 2014), nuestros resultados no mostraron una modificacion en la captacion de
glucosa en los adipocitos primarios inducida por los extractos HYOL-PT y AQU-PT en
comparacion con el grupo control, lo cual sugiere que nuestros extractos no incrementan la
sensibilizacion de la glucosa en el tejido adiposo. Sin embargo, son necesarios mas estudios
para identificar el mecanismo por el cual C. quinoa ejerce un efecto hipoglucemiante.

Por otro lado, también evaluamos el efecto protector antiobesidad de C. quinoa en ratones
Swiss albino sanos alimentados con una dieta suplementada con el extracto HYOH-PT
durante 30 dias. Existe evidencia cientifica de que la suplementacién de C. quinoa mejora el
perfil lipidico y disminuye los niveles de glucosa en ratas sanas y ratas alimentadas con dieta
alta en fructuosa (Pasko et al., 2010), pero nuestros hallazgos solo muestran una ligera
disminucion no significativa de triglicéridos, mientras que los niveles plasmaticos de glucosa
y colesterol total no son modificados en los ratones suplementados con el extracto HYOH-
PT tras el periodo de tratamiento. Esta deficiente actividad de nuestro extracto podria deberse
a la diferente suplementacion de C. quinoa empleada en nuestro estudio en comparacion con
el estudio mencionado anteriormente (Pasko et al., 2010), donde un porcentaje de la comida
estandar fue sustituido por las semillas de C. quinoa, mientras que, en nuestro estudio se
adiciono solo una pequefia porcion del extracto hidroetandlico de C. quinoa a la comida
estandar. Lo cual sugiere que otros componentes macromoleculares ausentes en nuestro
extracto, pero presentes en las semillas de C. quinoa, serian los principales responsables de

la regulacion de los niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos y colesterol en el organismo.

La desregulacion en la secrecion de adipoquinas inducida por la obesidad, también juega un

rol primordial para el desarrollo de inflamacion dentro del tejido adiposo y resistencia a la
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insulina en tejidos sensibles a esta hormona (Fantuzzi, 2005; Fasshauer & Bliher, 2015;
Molica et al., 2015). Es asi que, en nuestro estudio evaluamos el efecto del extracto HYOH-
PT sobre la produccion de adipoquinas en tejido adiposo epididimal de los ratones
alimentados con una dieta suplementada del extracto HYOH-PT, en el cual se aprecia un
perfil de expresion benéfico de la produccion de adipoquinas para disminuir la inflamacién
presente en la obesidad y DMT2, que estaria relacionado con la actividad antidiabética de C.

quinoa.

El aumento de la adiposidad promueve un incremento en la secrecién de adipoquinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-6 Yy resistina entre otros, que eventualmente conducen a un
bajo grado de inflamacion sistémica y resistencia a la insulina (Piya, Mcternan, & Kumar,
2013). Nuestros resultados muestran una disminucion significativa en la expresion de 1L-6
en tejido adiposo de los ratones suplementados con el extracto HYOH-PT, efecto que podria
estar relacionado con la reduccion de la adiposidad. Un estudio diferente demostr6 que la
suplementacién con un extracto hidrolizado de C. quinoa disminuye la ganancia de peso,
ingesta de alimentos y los niveles de triglicéridos en ratas sedentarias y ratas ejercitadas
(Meneguetti et al., 2011). En relacion a este efecto, nuestros resultados solo muestran una
ligera disminucién en el peso del tejido adiposo de ratones suplementados con el extracto
HYOL-PT en comparacion con el grupo placebo. Asi también, la ligera disminucion de la
expresion de PPARy podria estar asociada con una disminucion en la capacidad de
almacenamiento de lipidos en el tejido adiposo que resulta en la ligera disminucién del peso
del tejido adiposo en los ratones suplementados con HYOH-PT. A pesar de que la
disminucion en la expresion de PPARy y el peso del tejido adiposo no fueron
estadisticamente significativos en comparacion con el grupo placebo, se presume que estos
efectos podrian repercutir en la disminucion significativa de la expresion genica de IL-6 en
los ratones suplementados con nuestro extracto HYOH-PT, ya que varios estudios también
demostraron que la pérdida de peso resulta también en una disminucién de adipoquinas pro-
inflamatorias que induce un mejor prondstico para la sensibilidad a la insulina (Christiansen,
Richelsen, & Bruun, 2005; Clément et al., 2004; Wakshlag et al., 2011; Woelnerhanssen et
al., 2011). 20-hidroxiecdisona, un ecdiesteroire encontrado en las semillas de c. quinua, ha

sido reportado como el componente principal que posee efecto modulador sobre la expresion
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de adipoquinas en ratones alimentados con una dieta alta en grasa, mostrando también un
efecto protector contra la obesidad ocasionado por una reduccion de la captacion de acidos

grasos Yy esterificacion en el adipocito (A. Foucault et al., 2012).

La leptina, una adipoguina que controla la ingesta de alimentos promoviendo la saciedad (Yu
& Kim, 2012), se muestra altamente expresada en el tejido adiposo de los ratones sanos
suplementados con el extracto HYOH-PT. Aunque se ha reportado una relacion positiva de
leptina con el incremento de adiposidad e inflamacién (Molica et al., 2015; Peelman et al.,
2004), nuestros resultados no mostraron un aumento del tejido adiposo o ganancia de peso
en los ratones suplementados con el extracto HYOH-PT. En contraste, estos ratones muestran
una ligera disminucion del peso corporal durante la adultez y después del dia 26 de la
suplementacidn con el extracto de C. quinoa, efecto que posiblemente fue ocasionado por
una disminucidn de la ingesta de alimento y aumento de la saciedad, como consecuencia de
la mayor expresion de leptina en el tejido adiposo de los ratones suplementados con el
extracto HYOL-PT en comparacion con el grupo placebo. Aunque el efecto de saciedad no
es muy perceptible en nuestro estudio, posiblemente como consecuencia del periodo
relativamente corto de la suplementacion con HYOH-PT en los ratones durante la adultez,
existe evidencia de que el consumo de C. quinoa disminuye el IMC y aumenta la sensacion

de saciedad y plenitud en sujetos prediabéticos (Abellan Ruiz et al., 2017).

Otros efectos posiblemente favorables aunque no significativos del extracto HYOH-PT, se
observan con la ligera disminucién de la resistina (adipoquina proinflamatoria que disminuye
la sensibilidad a la insulina en los tejidos diana) y un leve aumento de la adiponectina
(promueve la secrecion de insulina y estimula la sensibilizacion de la misma en los tejidos
periféricos), efectos que podrian resultar significativos en individuos obesos o con otras

afecciones metabdlicas.

En conjunto, nuestros resultados proveen evidencia cientifica de la actividad reguladora de
los extractos de C. quinoa sobre la produccion de mediadores inflamatorios involucrados en
el desarrollo de obesidad y DMT2, ademas de presentar un efecto protector contra el
desarrollo de obesidad en individuos sanos. Efectos benéficos que pueden ser ocasionados

por el contenido de polisacarido, compuestos fenolico, flavonoides, betalainas,
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ecdiesteroides entre otros, que fueron recuperados en la fraccion acuosa e hidroetanolica de
los extractos empleados en este estudio. Sin embargo, la diferencia de actividad entre los
extractos de ambas variantes de C. quinoa, sugiere que estas especies presentan un diferente
contenido de estos metabolitos activos, por lo cual es necesario realizar un analisis
fitoquimico de los extractos de estas dos variantes de C. quinoa para identificar los
componentes presentes en cada una de ellas, y asi explicar el efecto mayor que presentan los

extractos de la quinua roja en comparacion con la quinua blanca.

Por otro lado, es necesario evaluar el efecto de C. quinoa en modelos de obesidad o diabetes
para corroborar nuestros hallazgos y asi brindar mas respaldo cientifico sobre su actividad
farmacoldgica, para concientizar el consumo de quinua y emplearlo como un tratamiento

coadyuvante para tratar la obesidad y los desérdenes metabolicos asociados a la diabetes.
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8. Conclusiones.

Los extractos de Chenopodium quinoa Willd. muestran un potencial efecto modulador sobre
los mediadores pro-inflamatorios caracteristicos de la obesidad y DMT2 en modelos in vitro

e in vivo.

Los extractos de C. quinoa presentan actividad anti-inflamatoria; los extractos HY OH-PT,
AQU-PT y HYOH-LP disminuyen la produccion de NO e IL-6 sin modificar
significativamente la produccion de TNF-o. Ademas, todos los extractos reducen
significativamente la produccion de PGE» y LTC; estos resultados indican que los extractos
de C. quinoa ejercen un mayor efecto inhibidor sobre la produccion de mediadores

proinflamatorios de origen lipidico.

El extracto HYOH-PT presenta un efecto antinflamatorio mas potente en comparacion con
los demas extractos. Los diferentes ensayos realizados en macréfagos murinos primarios,
evidenciaron que este extracto reduce la produccion de mediadores inflamatorios de manera

dosis dependiente.

Por otra parte, los extractos de C. quinoa no mostraron efecto significativo sobre la captacion
de glucosa en adipocitos murinos primarios y el extracto HYOH-PT no modifico los niveles
de glucosa, triglicéridos y colesterol sérico total en ratones sanos suplementados con este

extracto.

El extracto HYOH-PT modifica los niveles de expresion génica de adipoquinas involucradas
en el desarrollo de diabetes y resistencia a la insulina. La suplementacion de este extracto en
la dieta de los ratones sanos disminuye significativamente la expresion de IL-6 en los
adipocitos, efecto que seria provocado por una reduccion de la adipogénesis expresado en la
ligera disminucion de la expresion de PPARy y un menor peso del tejido adiposo epididimal.
Ademas, se infiere que el extracto HYOH-PT induce sensacién de saciedad y plenitud debido
a que aumenta significativamente la expresion de leptina e induce una ligera disminucion del

peso corporal en los ratones tratados durante la etapa adulta.
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Anexo A. Certificado de Aval Etico para el desarrollo del trabajo de investigacion de la
tesis, enmarcada dentro del proyecto “Evaluacion de la actividad anti-diabética de plantas
Bolivianas potencialmente nutracéuticas”.

sy
UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE LA UMSA £
CEl - UMSA 5?‘

Resolucion Honorable Consejo Universitario No. 125/10

CERTIFICADO DE AVAL ETICO

Codigo de Registro: CEI-UMSA0115

RTIC

A quien corresponda,
El Comité de Etica de la Investigacién de la Universidad Mayor de San Andrés (CEI-UMSA), en el marco del
Convenio UMSA — ASDI y el proyecto aprobado por la cooperacién Sueca ‘Diabetes tipo II: Nuevas terapias’,
ha recibido para su evaluacion y aval ético el Estudio Doctoral:
Titulo del Estudio: ‘Evaluacion de la actividad anti-diabética de plantas Bolivianas potencialmente
nutracéuticas’
Coordinador, Asesor responsable: Eduardo Gonzéles Davalos
Doctoranda: Silvia Zambrana Santander
Institucién proponente: Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas, Facultad de Cs. Farmacéuticas
y Bioquimicas

El estudio fue evaluado bajo la normativa internacional en ética de la investigacion (Pautas CIOMS/OMS;
Helsinki/AMM, Ezekiel Emanuel), en la que se incluyen los principios y criterios éticos que se deben tomar en
cuenta para investigaciones que involucran seres vivos, entre estos:

Valides social (la pertinencia, atingencia y relevancia del proyecto/estudio)
Seleccion equitativa del sujeto (tamafio de la muestra, criterios de inclusion / exclusion, efc.)
Relacién favorable del riesgo/beneficio (que el riesgo sea minimo y el beneficio mayor del estudio)

Una vez evaluado el Estudio, asi como las correcciones/complementaciones realizadas por el equipo
investigador, el CEI-UMSA certifica que el estudio ‘Evaluacién de la actividad anti-diabética de plantas
Bolivianas potencialmente nutracéuticas’ cumple con los requisitos éticos para el trabajo en ratas y ratones
de laboratorio, por lo que le otorga el presente CERTIFICADO DE AVAL ETICO para este componente.

La emisién de este AVAL es vilida solo para este estudio y obliga al equipo de investigadores, al fiel

cumplimiento y compromiso de desarrollo de actividades, en el marco de lo propuesto, corregido vy
recomendado; lo contrario, podria dar lugar a la revocacién de este AVAL.
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Anexo B. Visualizacién microscopica del aislamiento de macréfagos peritoneales murinos.

e

Figura 1. Recuento celular de macrofagos peritoneales murinos con colorante de exclusion
vital, azul tripan. (A) Morfologia de los macréfagos residentes de la cavidad peritoneal sin
previa activacion con tioglicolato (factor de dilucion % y aumento 40X), se observan células
viables y en el circulo se aprecia una célula no viable que fue tefiida con el colorante. (B)
Morfologia de los macréfagos peritoneales aislados con previa activacion con tioglicolato al
3% (factor de dilucion ¥z y aumento 40X), se observa células viables con membranas
irregulares y de mayor tamarfio que los macréfagos residentes.

Figura 2. Cultivo de macrdfagos peritoneales murinos después de 24 horas del aislamiento
y previo a la evaluacion con los extractos. (A) Morfologia de los macrofagos residentes
(aumento 40X), se observan células viables adheridas y una pequefia cantidad de células que
presentan prolongaciones. (B) morfologia de macrofagos pre activados con tioglicolato al
3% (aumento 40X), se observan células viables adheridas y un gran nimero de células que
presentan prolongaciones.

e ——
119



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS VIRGINIA VELIZ APAZA

Anexo C. Cueva estandar de los diferentes ensayos colorimétricos representados con su
respectiva ecuacion lineal y coeficiente de determinacion (R?).
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Figura 1. Curva estandar de nitrito de sodio para cuantificacion de oxido nitrico en los
ensayos con macrofagos residentes; volumen final de reaccién 160 uL
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Figura 2. Curva estandar de nitrito de sodio para cuantificacion de oxido nitrico en los
ensayos con macrofagos preactivados con tioglicolato; volumen final de reaccién 200 pL.
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Figura 3. Curva estandar para ensayo inmuno-enzimatico de Interleucina -6.
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Figura 4. Curva estdndar para ensayo inmuno-enzimatico de Factor de Necrosis
Tumoral —a.
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Figura 5. Curva estandar para ensayo inmuno-enzimatico deLeucotrieno Ca.
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Figura 6. Curva estandar para ensayo inmuno-enzimatico de Prostaglandina E>.
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