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1. RESUMEN

La obesidad es una fisiopatologia producto de un desequilibro energético entre calorias
consumidas y gastadas. En la época actual donde el indice de sedentarismo tiende a crecer y
la ingesta de productos con alto contenido cal6rico es méas asequible para la humanidad, se
genera un ambiente propicio para el aumento en la adiposidad, esto conlleva a que la obesidad
alcance proporciones epidémicas a nivel global, convirtiéndose asi en uno de los principales
problemas de salud publica en paises desarrollados y en vias de desarrollo. Esta enfermedad
genera un aumento en los gastos publicos nacionales, ya que su diagnostico se encuentra
directamente relacionado con la aparicion de otras complicaciones de salud asociadas a ella,
disfunciones metabolicas como la diabetes tipo 2 y sindromes inflamatorios crénicos.

Los medicamentos aprobados para el tratamiento de la obesidad, tiene efectos secundarios
que solo permiten su uso intermitente y los procedimientos bariatricos son costosos y no son
la solucién mas viable a un problema de caracter global, es por lo anterior, que los cientificos
buscan activamente nuevos farmacos derivados de componentes naturales o metabolitos
secundarios de plantas para controlar la obesidad y sus comorbilidades con un bajo de grado
de efectos adversos para los individuos que la padecen. Desde la medicina tradicional china,
hasta nuestros antepasados en occidente, existen registro de productos naturales ya
investigados con potenciales antinflamatorios y antiglucémicos, que parecen ser lo
suficientemente seguros como opciones farmacologicas. Extractos de triterpenos
pentaciclicos de tipo ursano y oleano presentes en hojas de Eucalyptus tereticornis parece
ser una alternativa, ya que estudios recientes confirman que disminuyen la inflamacion y la
grasa visceral en modelos murinos obesos suplementados con el extracto; modelos in vitro
permitirian dilucidar todos los posibles mecanismos de los triterpenos a nivel celular, es por
esto que el objetivo de este proyecto fue identificar los efectos del extracto rico en triterpenos
de E. tereticornis sobre células intactas desde una perspectiva bioenergética mitocondrial,
caracterizando en términos respiratorios la accion de las moléculas bioactivas sobre modelos
celulares, usando el equipo Oxygraph-2k. Nuestros resultados indican que para dos lineas
celulares, adipocitos 3T3-L1 y miotubos C2C12, aunque existe una disminucién tanto en la
velocidad de consumo de oxigeno rutinaria, como en la reserva bioenergética de células
tratadas con el extracto de Et, dicha baja no es estadisticamente significativa comparada con
los controles diferenciados no tratados de las lineas celulares mencionadas, ademas la
caracterizacion bioenergetica en células C2C12 y 3T3-L1 en proceso de diferenciacion,
indica un cambio en el fenotipo respiratorio que implica una mayor tasa metabodlica
dependiente de la fosforilacién oxidativa en adipocitos y miotubos comparados con sus
estados no diferenciados de fibroblastos y mioblastos respectivamente. Cabe agregar que
para macrofagos J774 no inflamatorios, resultados preliminares sugieren una baja actividad
respiratoria, lo que explicaria su poca dependencia metabolica de la fosforilacién oxidativa.

Palabras claves: Obesidad, adipocitos, miotubos, macrofagos, respuesta bioenergética,
reserva bioenergética, fosforilacién oxidativa, extracto de Et, triterpenos pentaciclicos,
velocidad de consumo de oxigeno, respiracion celular.



2. INTRODUCCION
Cambios culturales y ambientales asociados a desequilibrios dietarios, derivados del
desarrollo socioeconomico de las naciones, ha generado desde la década de los 70 un
aumento preocupante de la obesidad y el sobrepeso en la poblacion mundial, ya que, en
aproximadamente 40 afos hasta la fecha actual, estimados de la prevalencia de esta
enfermedad se ha triplicado, donde el numero total de nifios, jovenes y adultos con esta
patologia oscilan entre los 800 millones, que para el afio 2016 representaban el 13% de la
poblacién mundial. Sumado a lo antepuesto, el 39% de la poblacion adulta padece de
sobrepeso, es decir que existe un numero mucho mayor de personas propensas a contraer
obesidad en algun momento de su vida [1]. Como caso particular, Colombia se encuentra
dentro de los estimados de esta peligrosa tendencia nutricional, ya que, para el 2015 el 56,4%
de la poblacion joven y adulta del pais tenia exceso de peso [2].
Entre los graves problemas de la obesidad, que ciertamente presenta proporciones
epidémicas, se encuentra que esta enfermedad esta directamente relacionada con un aumento
en la mortalidad por todas las causas, es decir, la obesidad aumenta el indice de mortalidad,
gue en muchos casos es prematura, por el desarrollo de diferentes comorbilidades tales como:
enfermedades cardiovasculares, enfermedades metabolicas como la diabetes mellitus tipo 2
(DM2), algunos tipos de cancer, como el de prostata y mama, entre otras [1, 3].
El reto a los gobiernos y sus ministerios de salud publica para esta condicion clinica global,
representa cuantiosos gastos de dinero, de forma directa, en servicio hospitalario e indirecta,
al reducirse la fuerza laboral de quien padece la enfermedad [4]; lo anterior implica desde un
impacto directo, un gasto 190 millones de dolares/afio solo en EUA, es decir, un 20% de sus
gastos hospitalarios anuales; y desde la perspectiva indirecta, los gastos acumulados para
todas las personas que padecen sobrepeso u obesidad puede estar alrededor de los 5 billones
de ddlares/afio [5, 6].
La principal enfermedad asociada a la obesidad es la diabetes mellitus tipo 2, una patologia
metabdlica producto de la resistencia a la insulina y el desequilibrio glucémico. Estadisticas
recientes, siguieren gque un individuo obeso es 90 veces mas propenso a contraer diabetes que
una persona con bajo indice de adiposidad visceral [7]. Al igual que la obesidad, la DM2 ha
aumentado dramaticamente desde comienzos del siglo XX, factores asociados al bajo indice
de ejercicio fisico y al consumo de alimentos hipercal6ricos puede provocar que la incidencia
de la enfermedad sea el doble para el 2025, pasando de 194 millones de casos en el afio 2000
a 344 millones de personas, donde China, India y EUA, seran los paises mas afectados con
mas del 30% de los casos totales a nivel mundial [8].
Los datos mas recientes sobre la situacion actual en Colombia, proporcionados por el
ministerio de salud indican que el 18,7% de los habitantes del pais padecen obesidad, y mas
de la mitad de los adultos colombianos entre 18 y 64 afios, se encuentran en riesgo de sufrir
esta patologia, lo anterior implica que el panorama nacional sigue la tendencia de esta dificil
situacion global [9]. Los nimeros de DM2 en Colombia tampoco son alentadores, ya que, el
andlisis de la situacién de salud (ASIS) de 2017 ha revelado que esta enfermedad, junto con
afecciones del sistema vascular y respiratorio, son las principales causas de muerte en un pais
donde el 11,2% de los adultos mayores afiliados al sistema nacional de salud ha sido
diagnosticado alguna vez con diabetes [10], lo anterior implica, una reduccion sustancial de
0,24% en la expectativa de vida de los colombianos afectados [11].
Las alternativas farmacologicas se han quedado cortas en el mundo y en Colombia para
controlar la obesidad, medicamentos como la sibutramina que genera sensacion neuronal de



saciedad, pierde su efectividad a largo plazo [12] y el orlistat, que promueve la lipolisis puede
generar insuficiencias hepaticas si los tratamientos se prolongan mas de lo debido [13].

En primera instancia se deben implementar estrategias que permitan un aumento en el indice
de actividad fisica, en conjunto con una dieta saludable [14], pero en un mundo cada vez mas
globalizado, es un reto controlar enfermedades de escala mundial, solo con medidas
preventivas. Es necesario la investigacion de nuevas dianas farmacoldgicas derivadas de
productos naturales que puedan controlar los procesos inflamatorios de bajo grado y asi evitar
desencadenar enfermedades mas graves, producidas por una adiposidad descontrolada.
Existe registros de muchos productos naturales con potencial antinflamatorio y antiobesidad,;
moléculas derivadas del isopreno como los triterpenos, polifenoles, flavonas y resinas entre
otros, pueden ser propuestos cono nuevos tratamientos para el control de la obesidad y las
enfermedades metabdlicas [15-18]; ya que estos productos pueden generar cambios en los
niveles de moléculas sefializadores de inflamacion, generando a su vez, cambios en los
perfiles de respiracion mitocondrial [19].

Comprendiendo la necesidad real de nuevas alternativas, el grupo de investigacion de
genetica molecular de la Universidad de Antioquia en asociacion con el grupo de quimica
organica de productos naturales, ha logrado un extracto beneficioso de hojas de Eucalyptus
tereticornis rico en triterpenos con efectos hipoglucemiantes confirmados en un modelo
animal obeso [20]. Si bien, estos posibles efectos terapéuticos se ven reflejados en un modelo
in vivo, el mecanismo de accion de este extracto es desconocido a nivel celular donde
confluyen diferentes vias de sefializacion asociadas a la condicién moérbida he inflamatoria
de la obesidad, ya que, estas vias que involucran factores como NF — kB, TNF alfa entre
otros, modulan la funcion celular promoviendo la aparicion de las complicaciones implicadas
con el exceso de peso, deteriorando por ejemplo el metabolismo asociado a la fosforilacion
oxidativa e inclusive perturbando la funcion y la respiracion mitocondrial completa [21-23].
Lo anterior implica que, aunque existen afecciones a diferentes procesos celulares
relacionados con la sefializacion inflamatoria o con el metabolismo oxidativo, muchos de
estos procesos involucran a la mitocondria; es por esto, que nuestro grupo de investigacion
sugiere como hipétesis, que parte del efecto de los triterpenos se puede explicar a la luz de
una modulacién o cambio en la respuesta bioenergética celular.

En este orden de ideas y teniendo en cuenta la hip6tesis anterior, el objetivo de este trabajo
es realizar una caracterizacion bioenergética in vitro sobre lineas celulares en presencia de
este extracto, para confirmar un posible mecanismo de accion desde una perspectiva que ha
sido poco usada en estudios de esta indole y que puede convertirse en una alternativa
prometedora para el establecimiento médico - terapéutico de metabolitos promisorios.



3. JUSTIFICACION
La obesidad genera una acumulacion acelerada de grasa en exceso (adiposidad), que se asocia
con numerosos trastornos metabolicos, como la hiperlipidemia, la diabetes mellitus, la
hipertension arterial y la aterosclerosis, entre otras complicaciones [24]. La evidencia
acumulada indica que estas complicaciones asociadas a la obesidad son el resultado de una
inflamacién cronica mediada por macrofagos que convierte al tejido adiposo en un érgano
endocrino, capaz de promover procesos fisiologicos complejos como la diapédesis [25].
Monocitos y macrofagos pro-inflamatorios, inclusive los mismos adipocitos, secretan
péptidos sefiales como citoquinas y hormonas que promueven un aumento notable en la
capacidad de contencién de grasa en células del tejido adiposo (hipertrofia de adipocitos),
este evento es la fuente principal de patologias asociadas a la obesidad como la dislipidemia
[25, 26]. En sintesis, este trastorno metabdlico y otros como la resistencia a la insulina en
DM2 son el resultado de un desequilibrio entre moléculas presentes en vias de sefializacion
mediadas en algunos casos por interleucinas (familia de citoquinas) [26, 27].
Los eventos de hipertrofia adiposa que vienen acompafiados de una inflamacion sistémica
del tejido graso se pueden convertir en un blanco importante para nuevos farmacos, es decir,
productos naturales promisorios que puedan modificar el metabolismo celular evitando estos
eventos hipertréficos permitirian una reduccion notable en la inflamacion localizada en el
tejido y la cantidad de acidos grasos libres en el torrente sanguineo [28]. Una manera de
identificar este crecimiento anémalo del adipocito diferenciado, esta relacionado en gran
medida con su funcién mitocondrial, ya que, se tiene evidencia de una regulacion negativa
de la biogénesis de este organelo y ademas un desacoplamiento marcado en caracteristicas
bioenergéticas como la produccion de ATP dependiente del flujo de electrones en la
fosforilacion oxidativa lo que se asocia con una baja respiratoria mitocondrial [29-31]
Teniendo en cuenta lo anterior, el uso de equipos innovadores de respirometria de alta
resolucion para analizar la bioenergética mitocondrial de células intactas, permitiria conocer
el estado en tiempo real de adipocitos maduros que almacenan triglicéridos, ademés de
identificar también la accion de diferentes compuestos que puedan impactar el metabolismo
oxidativo en poblaciones celulares y tejidos involucrados en esta condicion clinica. Lo
anterior se ve justificado en un creciente numero de investigaciones recientes que han
encontrado relaciones entre la alteracion de la bioenergética mitocondrial y algunas
enfermedades metabolicas cronicas aqui mencionadas (obesidad y diabetes) [32, 33],
postulando asi, a las caracteristicas respiratorias mitocondrial como un posible bio-marcador
de patologias y posibles terapias de origen natural. Este ultimo con una gran relevancia,
puesto que, la respiracion mitocondrial, producto de la fosforilacion oxidativa, puede dar
cuenta de cambios en las caracteristicas adipociticas del tejido graso, es decir, los adipocitos,
pueden cambiar su fenotipo de almacenamiento de grasa (adipocito blanco) a otros fenotipos
que permitan liberar esa grasa almacenada (adipocitos marron) por diferentes vias de
sefializaciébn mitocondriales, vias de sefializacion que pueden activadas por moléculas
provenientes de plantas o farmacos sintéticos [19, 34].
Si bien hay autores que proponen el uso de caracterizaciones respiratorias mitocondriales,
para identificar los cambios fenotipicos en el tejido adiposo [35], se necesitan mas
investigaciones que promuevan el uso de la bioenergética mitocondrial como una alternativa
para explicar en alguna medida, el mecanismo de accion de diferentes pro-farmacos de
cualquier origen para el control de las enfermedades metabdlicas; como se discutio en el
inicio de esta seccion, el tejido adiposo hipertrofiado en la obesidad presenta una respuesta
bioenergeética disminuida comparada con el tejido adiposo diferenciado, inclusive, otro tipo



de células involucradas en la condicion inflamatoria cronica de la obesidad como lo son los
macrdfagos, parecen aumentar su metabolismo oxidativo, lo que implica un alza en la
respiracion celular como respuesta fenotipica asociada al gasto energético dependiente de su
estado inflamatorio [29, 36], cabe destacar que estas caracterizaciones, son el resultado de la
implementacion de equipos como el Oxygraph 2k, su uso también puede ser extrapolado a
metabolitos promisorios que generando cambios en la bioenergética mitocondrial eviten
alcanzar un estado inflamatorio e hipertrofiado en tejidos involucrados en la patologia de la
obesidad.

Es por esto por lo que, el uso de extractos de hojas de Eucalyptus tereticornis en nuestros
ensayos in vitro sobre adipocitos y otras células presentes en el tejido graso como miotubos
del musculo esquelético (que también presentan un desacoplamiento en la generacién de ATP
via fosforilacion oxidativa en modelos animales obesos [37]), para realizar su caracterizacion
respiratoria, aportaria nuevos resultados a la inminente brecha de conocimientos existente
para estos temas, ademas, este seria el primer estudio que analiza la accion de triterpenos
pentaciclicos, (componentes activos del extracto) en la respuesta bioenergética de células
especializadas que cumplen un papel importante en el exceso de adiposidad como
enfermedad.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar los efectos de triterpenos presentes en Eucalyptus tereticornis sobre la respuesta

bioenergética en un modelo in vitro de tres lineas celulares de origen animal, adipocitos
(3T3-L1), macrofagos (J774) y miotubos (C2C12).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Establecer las caracteristicas respiratorias y la capacidad de reserva bioenergética en las
lineas celulares 3T3-L1, C2C12y J774.

Evaluar el efecto de la diferenciacion celular sobre la respuesta bioenergética en las lineas
celulares 3T3-L1y C2C12.

Determinar el efecto del tratamiento con el Extracto de E. Tereticornis sobre la respuesta
bioenergética de las lineas celulares 3T3-L1y C2C12.
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5. MARCO TEORICO

5.1 La obesidad como patologia de las civilizaciones

La obesidad es un trastorno cronico caracterizado por el aumento excesivo de grasa corporal
[1], esta enfermedad se diagnostica por medio de examenes antropométricos como el indice
de Masa Corporal (IMC); este indice es una relacion sencilla entre el peso corporal en
kilogramos y el cuadrado de la altura en metros, el resultado de este calculo, junto con otras
mediciones més precisas, da cuenta de la cantidad de masa grasa que posee un individuo [1],
[38]. Las personas con valores de IMC superiores a 30 kg/m”2, son consideradas obesas, es
decir, presentan un exceso de adiposidad; cabe destacar también, que un IMC superior a 25
kg/m”2 refleja un estado de sobrepeso, que pone en condicion de riesgo quien lo padece [38].
Como la mayoria de las condiciones metabdlicas, la obesidad es producto de los primeros
asentamientos humanos que elevaron el indice de sedentarismo y generaron un desbalance
en el consumo y la quema de calorias, este origen es compartido con la diabetes tipo 2, de
acuerdo con sus primeros registros [39]. Lo anterior explica en parte el aumento a gran escala
de estas enfermedades, es decir, en el mundo actual, no se necesita realizar actividades fisicas
directas para garantizar alimentos para todo en afio, en contraste con la vida del hombre
recolector, que usaba su capacidad fisica para recorrer grandes distancias lo que se traduce a
un alto gasto energético para conseguir alimento; en sintesis, la actividad fisica es una terapia
preventiva para las enfermedades metabdlicas no transmisibles, asociadas con un
desequilibro dietario [39-41].

5.2 Origen molecular de la obesidad inflamatoria y algunas de sus comorbilidades
asociadas.

Desde finales del siglo X1X, investigadores han propuesto que la funcion del tejido adiposo
no solo tienen que ver con el resguardo de grasa en forma de triglicéridos, parece ser, que el
tejido graso tiene una alta actividad endocrina y paracrina [42], resultado de un metabolismo
dinamico he integrativo, que involucra hormonas plasmaticas presentes en la perfusion
sanguinea, factores externos como el ambiente, he internos a través de la secrecion de
adipocitocinas y adipocinas [42, 43]. Estas moléculas producidas por los adipocitos maduros,
son claves para la regulacion de la homeostasis lipidica, al modular procesos fisioldgicos
como el comportamiento alimenticio y la inflamacién [44]. Un cambio en estos procesos por
la adiposidad se asocia a la génesis de comorbilidades dependientes de la obesidad [45].
Teniendo en cuenta lo anterior la obesidad se asocia con una inflamacion cronica leve donde
adipocitos, células del endotelio vascular y macréfagos de fenotipo inflamatorio, son los
principales actores de esta condicion, al secretar moléculas como: interleucina 6 — 1beta — 8,
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), MCP — 1, entre otras [46-48]. El resultado de la
inflamacion crénica como accion de las adipocinas liberadas, esta directamente relacionada
con la aparicién de enfermedades cardiovasculares y otros problemas metabdlicos como la
diabetes tipo 2, producto de la resistencia a la insulina causada por la interleucina 1beta al
fosforilar de forma inhibitoria a la serina del sitio activo del sustrato receptor tipo 1 (IRS-1)
[25].

Otro proceso importante y de regulacion positiva que cabe destacar de la obesidad
inflamatoria, es la condicién hipertrofica anormal de los adipocitos. Este proceso involucra
los tres tipos de células ya mencionados y comienza, cuando los macrofagos
proimflamatorios del tejido adiposo secretan la proteina quimiotactica de monocitos tipo 1
(MCP1), esta citoquina recluta monocitos gque circulan en la sangre y se abren paso al tejido
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adiposo por medio de células del endotelio vascular, una vez en el tejido adiposo, los
monocitos liberan el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) que promueve la maduracion y
acumulacion andémala de triacilglicéridos en adipocitos, provocando un proceso hipertréfico
que culmina en la muerte celular y en la liberacion al torrente sanguineo de &cidos grasos
libres que regulan positivamente la secrecion de TNFa [49, 50]. Este mecanismo de
regulacion positiva prolonga de forma crénica la inflamacion y da paso a una patologia
asociada conocida como diapédesis [25].

El tejido adiposo cumple las funciones de un 6rgano endocrino, que cuando se encuentra
regulado de forma anémala por un exceso de adiposidad, puede provocar inflamaciones
sistémicas que pone en riesgo la salud y la calidad de vida de las personas.

5.3 Farmacos y productos naturales como tratamiento de la obesidad inflamatoria y
sus condiciones metabolicas asociadas.

Como se ha explicado en secciones anteriores, la obesidad morbida presenta una prevalencia
epidemica en todo el mundo y es la puerta de entrada para otras enfermedades metabdlicas
como la diabetes mellitus tipo 2 y las enfermedades cardiovasculares [51, 52]. Recientemente
para todas estas condiciones metabolicas o patologias derivadas del padecimiento de
inflamaciones cronicas causada por la obesidad, se han aprobado diferentes estrategias
farmacoldgicas que hacen frente a este problema de salud publica [14].

Conociendo en principio las diferentes citoquinas que causan la inflamacion crénica en la
obesidad y en la diabetes tipo 2, como las adipocinas y algunos factores nucleares y
plasmaticos, sus agonistas moleculares se postulan como importantes tratamientos para el
cuidado de estas enfermedades metabdlicas [53].

El anticuerpo agonista de la interleucina lbeta conocido como canakizumab, tiene un
potencial efecto antinflamatorio genera una mejora sustancial a la resistencia a la insulina
[54]. Otro agonista de la IL — 1beta, conocido como anakinra, mejora la funcién de las células
beta pancreéticas, no obstante, la dosificacion por inyecciones diarias puede producir efectos
adversos relacionados perdida de sensibilidad en el tiempo [55].

Un pro-farmaco importante en el tratamiento de las enfermedades metabdlicas e
inflamatorias, es salicilato de sodio que a altas concentraciones inhibe la expresion del factor
nuclear kappa beta y genera un aumento en la sensibilidad a la insulina lo que implica un
mayor control glucémico en pacientes con diabetes tipo 2 [56]; si bien esta sal de sodio tiene
un bajo costo de produccion, presenta efectos secundarios importantes como un leve aumento
en los niveles de colesterol LDL, es por esto que, se necesitan estudios extensos para evaluar
mas a profundidad sus impactos colaterales [57, 58].

Uno de los farmacos comercializados abiertamente, es la metformina, el primer tratamiento
establecido para la diabetes mellitus tipo 2, este farmaco sintético, activa la via de
sefializacion AMPk que parece promover efectos antinflamatorios y antioxidantes [59]. La
metformina, disminuye la produccion de especies reactivas, atenta la resistencia a la insulina
y suprime la produccion de glucosa hepatica, otorgandose una clara actividad
hipoglucemiante [60]. En general, este medicamento parece tener otros beneficios como
efectos cardioprotectores y el un indice muy bajo de fracaso terapéutico [61, 62].

En general se han postulado diferentes medicamentos de origen sintético, con distintas dianas
farmacoldgicas, por ejemplo, la roziglitazona a bajas dosis aumenta la concentracion
adiponectina, molécula con un potente efecto antinflamatorio [63]. Cabe destacar que,
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aunque se han realizado esfuerzos para la postulacion de nuevos medicamentos, estos no han
sido suficientes, porque su origen sintético trae consigo efectos adversos importantes.

La investigacion de diferentes compuestos naturales que se usan en la medicina oriental y de
diferentes culturas, podria ser la clave para encontrar alternativas rapidas y seguras para el
tratamiento de la obesidad inflamatoria y sus patologias metabdlicas asociadas.

Segun la organizacion mundial de la salud, cerca del 80% de los habitantes del planeta, usan
la medicina tradicional para las dolencias que no requieren atencién primaria en salud, la
mayoria de esas terapias requiere la infusion o el extracto de alguna hierba o planta [64].
Teniendo en cuenta lo anterior, las plantas parecen presentar un sin nimero de moléculas
promisorias, para el tratamiento de diferentes enfermedades, entre ellas las condiciones
inflamatorias cronicas como la obesidad, que desencadena algunos tipos de desdrdenes
metabolicos [65].

La curcumina, un compuesto polifendlico, presenta actividad antinflamatoria en modelos
animales de ratas obesas y diabéticas, al parecer la ingesta oral de este polifenol, no genera
efectos secundarios y logra aumentar la sensibilidad a la insulina y la reduccion en
macrofagos de fenotipo inflamatorio dentro del tejido adiposo, por la supresion del factor
nuclear kappa beta un marcador de inflamacidn en la obesidad [66].

Otros polifenoles (PP) aislados de la vid, disminuyen el estrés oxidativo y la resistencia a la
insulina en personas obesas y con diabetes tipo 2, luego de haber consumido una dieta alta
en fructosa, los PP suplementados, disminuyeron el indice glucémico, producto de una
disminucion en el estrés oxidativo y una mayor sensibilidad a la insulina [67, 68].
Moléculas diferentes a los polifenoles como la quercetina que es un flavonona, muy comdn
en la dieta humana, tiene un potente efecto antinflamatorio, al atenuar la expresion de las
interleucinas lbeta, 6 y 8, junto con el factor de necrosis tumoral alfa, en cultivos primarios
de tejido adiposo, realizando pretratamientos a las células con este componente activo [69].
Al igual que la quercetina, la capsaicina, una oleorresina presente en los pimientos, reduce la
expresion de citoquinas como la IL — 6, TNF alfay la proteina quimioatrayente de monocitos
1 (MCP1), disminuyendo notablemente la inflamacion en modelos murinos alimentados con
una dieta alta en grasa [70].

Como se describe en lo anterior, existen un sin numero de metabolitos secundarios con
diferentes estructuras quimicas y mecanismos de accién antinflamatoria, en productos
naturales que pueden ser incluidos en la dieta.

Colombia un pais megadiverso segun el Sistema de Informacion Ambiental (SIAC), permite
un variado menu de alimentos nutritivos o suplementos naturales, que puede explotar en toda
su riqueza bidtica para el desarrollo de planes alimenticios autdctonos como lo hacen
investigadores nacionales que recientemente, aprovechan estas posibilidades y proponen
planes de alimentacion que disminuyen las afecciones de las enfermedades metabdlicas,
usando solo productos agricolas que se cultivan en el pais [71]. También cabe destacar, que
la relacion entre la gran diversidad de plantas existentes en Colombia y el numero de
moléculas promisorias novedosas que se puedan obtener, es directamente proporcional; esto
conlleva a que se facilitan los esfuerzos cientificos para la basqueda de moléculas o extractos
de plantas que puedan dar solucion a patologias con opciones farmacol6gicas limitadas, como
es el caso de la obesidad mdrbida [71, 72].

Recientemente el grupo de investigacion en genética molecular de la Universidad de
Antioquia ha purificado un extracto de hojas de eucalipto (Eucalyptus tereticornis) que
parece tener un efecto hipoglucemiante fuerte en modelos animales de ratones obesos y con
resistencia a la insulina [20]. Una vez fraccionado el extracto, se pudo dilucidar que los
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componentes bioactivos, son moléculas derivadas del isopreno conocidas como triterpenos,
que en la literatura estan descritos como metabolitos de importancia para el tratamiento de
diferentes afecciones [20, 73].

Gracias a las acciones colaborativas entre el grupo de investigacion en Genética Molecular
(GENMOL) de la Universidad de Antioquia y el Doctor Luis Alejandro Gomez
Departamento de Ciencias Biologicas de la Universidad EAFIT, esos componentes activos
extraidos de Eucalyptus tereticornis, fueron usada en esta investigacion.

5.4 Importancia clinica de triterpenos pentacicilicos (TP) aislados de fuentes
naturales.

En plantas, la ciclacién del escualeno es el mecanismo quimico por el cual se sintetizan los
triterpenos [74], que, segun la ubicacién espacial de su esqueleto carbonado, se divide en
moléculas aciclicas, mono, bi, tri, tetra y pentaciclicas, donde los mas estudiados son los
triterpenos pentaciclicos (TP) [75]. En total, se han caracterizado més de 20.000 diferentes
triterpenos, de los cuales un gran numero parecen presentar importancia clinica [76].

Los TPs naturales, han sido intensamente investigados desde finales de la década de los 80 y
se ha evidenciado sus bioactividades y efectos positivos como: actividad hematoprotectora,
efectos antitumorales, antinflamatorios, antiparasitarios, antimicrobianos y anti-VIH, entre
otras [77-80]. Cabe destacar que recientemente los cientificos estan generando mas evidencia
convincente del mantenimiento homeostatico en glucosay lipidos presentados por TPs de los
grupos ursano y oleano [81, 82]. Por ejemplo, segun la investigacion realizada por el grupo
GENMOL de la universidad de Antioquia, la fraccién bioactiva del extracto rico en TPs de
Eucalyptus tereticonis, presenta tres diferentes triterpenos 1. Acido Ursélico, 2. Acido
Oleanolico y 3. Lactona de acido ursolico, todos pertenecientes a los grupos mencionados
[20].

5.4.1 Importancia clinica del Acido Ursélico (AU):

En estudios recientes relacionados con la accion del &cido ursolico, se ha evidenciado una
alta capacidad contra inflamatoria, en modelos in vivo e in vitro. Al parecer, los macréfagos
y linfocitos de fenotipo proinflamatorio en presencia de este TP disminuyen la secrecion de
citoquinas como la IL — 6 y suprime el factor nuclear kappa beta, lo que implica una posible
utilidad terapéutica [83]. También, en modelos murinos alimentados con una dieta alta en
grasa, el AU disminuye la adiposidad visceral, el nivel de glucosa y lipidos en sangre,
ademas, aumento los niveles de leptina (hormona reguladora del apetito) plasmatica, lo que
implica que la suplementacion con AU manifiesta una accion clara contra la obesidad [84].
En modelos in vitro de cultivos primarios del tejido adiposo, AU actia como un agente
lipolitico al activar la sefializacion de AMPc dependiente de la proteina quinasa A (PKA)
[85], inclusive, AU puede actuar como un agente mimético al ejercicio fisico, ya que
disminuye la adiposidad en ratas obesa y sedentarias del mismo modo que ocurria en ratas
mas activas fisicamente [86]. Se evidencian las capacidades antinflamatorias y antiobesidad
del AU desde diferentes vias de sefializacion celular y sistémica, lo que le otorga un
importante papel como un posible profarmaco o suplemento alimenticio para el control de
enfermedades metabolicas.
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5.4.2 Importancia clinica del Acido Oleandlico (AO)

Hay evidencia de que el aceite de oliva rico en é&cido oleandlico, tiene efectos
cardioprotectores, ya que previene, la aterosclerosis y la hipertension, producto de la
obesidad u otra condicion metabolica como la DM2 [87]. También el extracto de AO al igual
que el &cido ursolico, mejoran la homeostasis glucolitica en humanos que padecen sindromes
metabdlicos [88]. En modelos murinos, el acido oleandlico tiene efectos hipoglucemiantes y
lipoliticos, ya que tratamientos con OA disminuyen los niveles de grelina (hormona del
hambre) plasmatica, lo que conduce a una baja en la adiposidad visceral [89]. También cabe
destacar que en lineas celulares de adipocitos 3T3-L1, tratadas con OA, se inhibio la accién
de laIL — 6y el factor nuclear kappa beta (NF-KB), lo que disminuyo los niveles de visfatina,
citoquina sintetizada en el tejido adiposo que se encuentra regulada positivamente en la
obesidad [90].

En general el OA parece tener mecanismos muy similares al AU, pero involucrando vias de
sefializacién alternas, lo anterior implica que alimentos o extractos ricos en ambos acidos
pueden proporcionar un efecto sinérgico en terapias medicas o nutricionales.

5.4.3 Importancia clinica de la lactona del acido ursolico (3B-Hydroxy-urs-11-en-
28,13B-olido): (UAL)

Aunque este TP ha sido muy poco investigado, los escasos reportes conocidos estan
directamente ligados a extractos de Eucalyptus Camaldulensis que tienen capacidad
anticancerigena puesta a prueba a en células malignas de ovario humano, y también en otros
extractos de Eriobotrya japonica, la lactona del acido ursolico, tiene efectos inhibitorios
sobre el virus Epstein — Barr, un tipo de herpesvirus que causa infecciones en el tracto
respiratorio superior y que presenta prevalencia en todo el mundo [91, 92].

Como se ilustro en esta seccion, todos los TPs descritos son moléculas promisorias, que
presentan en alguna medida capacidades, antitumorales, antinflamatorias he incluso
funciones cardioprotectoras. En las hojas de Eucalyptus tereticornis estos tipos diferentes de
TPs conviven, lo que trae consigo una ventaja importante, es decir, los extractos de
Eucalyptus tereticornis tienen concentraciones altas de acido ursolico, &cido oleandlico y
lactona de acido ursélico que juntos, pueden generar diferentes sinergias positivas que
puedan servir como terapia contra enfermedades metabolicas o sindromes inflamatorios
cronicos como la obesidad [93].

5.5 Rol de la respuesta bioenergética mitocondrial en la obesidad y sus enfermedades
metabdlicas asociadas.

De las mitocondrias dependen muchas vias de sefializacion relacionadas con la regulacion
metabolica, ya que los procesos homeostaticos desde una perspectiva energética dentro de
esta organela consisten en procesar los nutrientes para generar calor y ATP. Los
desequilibrios entre la ingesta y el gasto calorico también se ven reflejados en una disfuncién
mitocondrial caracterizada por una baja en la reserva energética respiratoria [94].

Se ha demostrado que la resistencia a la insulina en el musculo esquelético (lo que implica la
aparicion de la DM2), esta asociada a una disfuncion mitocondrial en humanos con obesidad
[95]. Como se ha discutido anteriormente, la adiposidad provoca estrés oxidativo [96], estrés
que en su mayoria es de origen mitocondrial, puesto que, la produccion de ROS ocurre
principalmente en dos de los cinco complejos respiratorios de la membrana interna, el
complejo Iy el complejo 111 [97]. Estas proteinas transmembranales facilitan la fosforilacion
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oxidativa, procesos mediante el cual se genera la mayor cantidad de ATP celular, a partir de
un potencial electroquimico de protones creado por el paso de electrones entre los complejos,
al final, este potencial provoca una fuerza proton motriz que da como resultado la sintesis de
ATP. La produccion de ROS se da cuando hay electrones en exceso pasando por la cadena
respiratoria, este exceso de electrones es transferido al oxigeno, produciendo un superoxido,
que posteriormente se convierte en peroxido por la accion de enzima super oxido dismutasa
(SOD); en sintesis, altas producciones de especies reactivas dependen entonces de una gran
fuerza proton motriz, creado por ejemplo por una dieta hipercaldrica, y una baja demanda de
ATP que es el resultado de poco esfuerzo fisico [97-99].

La funcion mitocondrial también puede ser un biomarcador importante en otros procesos que
ocurren en el tejido graso que estan relacionados con un cambio en la funcion metabélica y
sistémica de los adipocitos [35]. En términos generales, los adipocitos tienen una capacidad
excepcional, que implica el cambio en su fenotipo dependiente de sefiales externas como por
ejemplo el ejercicio, teniendo en cuenta lo anterior, existen dos principales tipos de adipocitos
[100].

Adipocitos blancos: Son los encargados de formar el tejido adiposo de almacenamiento, es
decir, estos adipocitos, tiene la cualidad de almacenar grandes cantidades de grasa en forma
de triglicéridos, como producto del exceso de energia consumido que no se ha gastado y que
se podria utilizar posteriormente en momentos de ayudo o hambruna [101]. Este tejido
adiposo blanco, presenta actividad endocrina, secreta hormonas pro y antinflamatorias, para
regular el metabolismo sistémico, lo anterior quiere decir, que todas las enfermedades
metabolicas he inflamatorias ya mencionadas asociadas a la obesidad, son el producto de la
acumulacion excesiva de adipocitos blancos [102].

Adipocitos marrones: Presentes en todos los mamiferos, el fenotipo marron en células
adiposas se encarga del gasto energético almacenado previamente como tejido blanco, donde
sus caracteristicas principales son: 1. Tiene una funcidn termogénica, que implica el gasto de
energia para la formacion de calor en caso de hipotermia, 2. Las células del tejido marron
presentan multiples mitocondrias y 3. Hay una sobreexpresion de la proteina 1 desacoplante
(UCP1) de mitocondrias. [103, 104].

Incluyendo la regulacion positiva de la proteina desacoplante 1 (UCP1), en términos
moleculares, la transicion del fenotipo blanco al marrén en adipocitos depende en gran
medida del aumento en la expresién de otros factores de transcripcion como TFAM, que
induce biogénesis mitocondrial en células del tejido graso blanco, PPAR gamma (Receptor
activado por la proliferacion de peroxisomas) y PGC 1lalfa (proliferador de peroxisomas). La
induccion de altas expresiones de estas moléculas implicaria un proceso de cambio
fenotipico, una clave fundamental como diana farmacoldgica, que podria estimular la perdida
rapida de peso en personas obesas con comorbilidades metabdlicas asociadas [100, 104].

5.6 Respiracion mitocondrial como posible biomarcardor para la prospeccion de
nuevos farmacos y patologias metabdlicas producto de la obesidad.

Retomando la seccion anterior, la transicién fenotipica en el tejido graso, depende de
diferentes procesos moleculares, entre ellos el alza en la expresion de proteinas como la
UCP1; tal como su nombre lo indica, esta proteina desacopla el proceso de fosforilacién
oxidativa, es decir, no permite que se genere un gradiente protdn motriz que es aprovechado
para la formacion de ATP, sino, que genera un canal en la membrana mitocondrial interna,
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que impide la acumulacion de protones en el espacio intermembranal, disipando esta fuerza
protdn motriz en calor [105].

Fosforilacion oxidativa en adipocitos marron[106]

Identificar experimentalmente, un estado desacoplado de la cadena transportadora de
electrones en células intactas y mitocondrias aisladas es posible. Usando equipos de
respirometria de alta resolucién en tiempo real que censan los niveles de oxigeno disueltos
en el buffer de suspensiéon celular o mitocondrial, se podria tener una nocién de cémo
funciona la fosforilacion oxidativa bajo una condicion especifica asi: La cadena
transportadora de electrones presenta cinco complejos respiratorios, los primeros cuatro,
bombean protones al espacio y el quinto complejo (ATP sintasa), se encarga de aprovechar
este gradiente [107]. La inhibicion molecular de estos complejos permitiria entender, por
ejemplo, en que estado respiratorio se encuentra un grupo de células expuestas a un
tratamiento, es decir, si las células intactas como los adipocitos estan desacopladas por la
accion de un tratamiento que genera la transicién fenotipica de del tejido blanco al marrén,
estas no responderian al inhibidor que genera desacoplamiento y los niveles de oxigeno
censados experimentalmente no cambiarian.

Se han desarrollado varios inhibidores que, desde diferentes mecanismos afectan la cadena
transportadora de electrones, aqui se revisaran algunos de manera breve

e La Oligomicina, bloquea el complejo V afectando la produccién de ATP y
disminuyendo la respiracion, al represar una parte de los electrones de la cadena
transportadora impidiendo que reaccionen con el oxigeno molecular (O2) [108].

e EL FCCP (Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona), es un desacoplador de
la fosforilacion oxidativa, que causa despolarizacion de la membrana mitocondrial,
imposibilitando la formacién del gradiente de protones [109].

e El Cianuro, inhibe el complejo IV, deteniendo por completo la fosforilacion oxidativa
y la produccion de ATP; con este inhibir, se represa la totalidad de electrones lo que
implicaria el cese en el consumo de oxigeno mitocondrial [110].

e La Antimicina inhibe el complejo Il interrumpiendo al igual que el cianuro, la
fosforilacidn oxidativa, eliminando el consumo de oxigeno mitocondrial [111].

El analisis de la bioenergética mitocondrial ha sido usado recientemente en diferentes
investigaciones para evaluar el perfil respiratorio de adipocitos blancos y marrones [112], no
obstante, aunque en los Gltimos afios hay evidencia de metabolitos secundarios del cacao y
té verde que parecen estimular este proceso termogénico adiposo [113, 114], no se tienen
registro del uso de analisis de la respuesta bioenergética para identificar la accion de estos
compuestos de origen natural que pueden convertirse en alternativas terapéuticas para la
obesidad inflamatoria.
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6. METODOS Y MATERIALES
Las células J774, 3T3-L1 y C2C12, fueron obtenidas de la coleccidn de lineas celulares del
grupo de investigacion en genetica molecular (GENMOL) en la sede de investigacion
universitaria (SIU) de la Universidad de Antioquia. Los insumos para cultivo celular como
el medio DMEM (Dulbecco modified eagle’s médium), suero fetal bovino inactivado (SFB),
glucosa, tripsina, PBS y antibidticos grado cultivo celular de Sigma — Aldrich, también
fueron obtenidas del grupo GENMOL.
Los inhibidores y desacopladores de la respiracién mitocondrial (Oligomicina, FCCP,
antimicina A y cianuro), fueron adquiridos a Sigma — Aldrich por la Universidad EAFIT.
El desarrollo del proceso experimental se llevo a cabo en los laboratorios de biologia
molecular y biologia animal de la universidad EAFIT, en este lugar se hizo uso de la
incubadora de CO2 con camison de agua de Thermo Fisher para el mantenimiento de las
lineas celulares y del sistema de respirometria de alta resolucion Oxygraph — 2k.

6.1 Obtencion del extracto de Eucalyptus tereticornis (Et)

Las hojas de Eucalyptus tereticornis fueron recolectadas a una altura de 2143 msnm en
arboles no florados, de la zona rural del municipio de la ceja (oriente antioquefio). Estas
estructuras foliares fueron procesadas para la obtencion y caracterizacion del extracto rico en
triterpenos pentaciclicos: acido ursolico, acido oleandlico, y lactona del acido ursolico, por
el Grupo de Quimica Orgéanica de Productos Naturales de la Universidad de Antioquia, cabe
destacar que el cromatograma asociado a la identificacion de los TPs se muestra en la
siguiente figura [115].
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Cromatograma para la identificacion del extracto de E. Tereticornis, OBE100 o extracto puro: AU, AO, UAL
+ fraccion no identificada.

El extracto de Et en estado solido, es disuelto en dimetil sulfoxido (DMSO) grado biologia
molecular y almacenado a 5°C previo a su uso.
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6.2 Cultivo celular y disefio de experimentos para tratamientos y controles
Se realizo6 el cultivo de tres diferentes lineas celulares adquiridas de la ATCC:

Fibroblastos de raton 3T3-L1, diferenciados en adipocitos blancos usando el siguiente
protocolo: las células 3T3-L1 crecieron en frascos de cultivo de 75 cms a 37°C y 5% de
CO2en aire atmosférico, con medio de proliferacion (MP), DMEM 25 mM de glucosa +
10% de SFB + 100 u/mL penicilina + 100 g/mL estreptomicina + 0.25 g/mL de
fungizona. Una vez los fibroblastos 3T3-L1 alcanzan una confluencia del 100%, se retira
el MP y se realiza un lavado con PBS, posteriormente se adiciona medio proliferante de
diferenciacion (MPD), DMEM 25 mM de glucosa + 10% de SFB + 100 u/mL penicilina
+ 100 g/mL estreptomicina + 0.25 g/mL de fungizona + 1 g/mL insulina + 0.25 M
dexametasona + 2M de rosiglitazona + 0.5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina, durante 48
horas. Pasado el tiempo estipulado, se retira el MPD y se realiza un lavado con PBS,
luego se adiciona MP + 1 g/mL insulina y se incuba durante 2 dias. Una vez concluidos
estos procesos, se retira el MP + insulina y se adiciona MP con cambios y lavados
sucesivos durante 2 dias mas, tiempo suficiente para que se acumule grasa en los
adipocitos diferenciados. Una vez pasados los 5 dias de acumulacion de triglicéridos, se
realiza el tratamiento con el extracto de Et a una concentraciéon de 50 ug/mL por 72
horas.

Los experimentos se realizaron 4 veces en situaciones independientes, usando como
control los fibroblastos 3T3-L1 diferenciados a adipocitos sin el tratamiento con el
extracto de Et.

Miobastos de raton C2C12, diferenciados en miotubos usando el siguiente protocolo: los
mioblastos, crecieron en frascos de cultivo de 75 cmz a 37°C y 5% de COz2, con medio
de proliferacién (MP), DMEM 25 mM de glucosa + 10% de SFB + 100 u/mL penicilina
+ 100 g/mL estreptomicina + 0.25 g/mL de fungizona. Una vez la confluencia en los
frascos alcanzara el 100%, se retira MP y se realiza un lavado con PBS, luego se adiciona
medio proliferante de diferenciacion (MPD), DMEM 25 mM de glucosa + 2% de SFB
+ 100 u/mL penicilina + 100 g/mL estreptomicina + 0.25 g/mL de fungizona, durante 5
dias teniendo en cuenta cambios cada dos dias del MPD y lavados con PBS. El
tratamiento con el extracto de Et a una concentracion de 50 ug/mL es adicionado por 24
horas a los miotubos diferenciados cuando concluyen los 5 dias de tratamiento con MPD.
Los experimentos se realizaron por triplicado, usando como control los mioblastos
C2C12 diferenciados a miotubos sin el tratamiento con el extracto de Et.

Macrofagos de raton J774, diferenciados a su fenotipo inflamatorio usando el siguiente
protocolo: Las células J774, se sembraron en frascos de cultivo de 75 cms a 37°C y 5%
de CO2 en aire atmosférico, con medio de proliferacion (MP), DMEM 25 mM de glucosa
+ 10% de SFB + 100 u/mL penicilina + 100 g/mL estreptomicina + 0.25 g/mL de
fungizona. Alcanzada una confluencia del 80%, se reitra MP, posteriormente, se adiciona
medio de inflamacién (MI), DMEM 25 mM de glucosa + 10% de SFB + 100 u/mL
penicilina + 100 g/mL estreptomicina + 0.25 g/mL de fungizona + LPS 100ng/mL + INF
20 ng/mL, durante 18 horas. Cumplido el tiempo de estimulacion inflamatoria, se retira
el M1 de los macrdfagos inflamatorios y se adiciona nuevamente Ml + el extracto de Et
a una concentracion de 100 ug/mL durante 6 horas.

Se realizd un experimento para esta linea celular, usando como control los macréfagos
J774 diferenciados a su fenotipo inflamatorio sin el tratamiento con el extracto de Et.

21



6.3 Preparacion, obtencion y conteo de células viables para los ensayos de

bioenergética mitocondrial

Una vez los tiempos de tratamiento concluyen en los diferentes tipos de lineas celulares el

proceso para obtener células viables es:

e Paralas los miotubos C2C12 y los adipocitos 3T3-L1, el medio es retirado de los frascos
de 75 cms, se realizan dos lavados con 2 mL de PBS estéril y se agregar 2 mL de tripsina
2X por 2 minutos. Pasado el tiempo se inactiva la tripsina con 2mL de medio de
proliferacion, se recogen las células en tubos falcom de 15 mL. A una alicuota de 50 uL
se agrega 10 uL de azul de tripano a una concentracion de 3 mg/mL + 40 uL de medio
de proliferacion. Se depositan 10 uL de la suspension tefiida a una cdmara de neubauer
y se realiza el conteo de las células, teniendo como criterio de inclusion para los ensayos
una viabilidad celular igual o superior al 95%. Una vez se conoce el numero de células
viables, se centrifugan las suspensiones celulares a 200g por 10 minutos a una
temperatura de 25°C, se descarta el medio sobrenadante y se adiciona medio de
respiracion (MR), DMEM 25 mM de glucosa + 100 u/mL penicilina + 100 g/mL
estreptomicina + 0.25 g/mL de fungizona.

e Para macro6fagos J774, sin retirar el medio se procede a colectar las células adheridas al
frasco de 75 cms, haciendo uso de un scraper de 25 cm. Una vez la poblacion celular se
encuentre en suspension, se transfiere a un tubo falcom de 15 mL. A una alicuota de 50
uL, se agrega 10 uL de azul de tripano 3 mg/mL + 40 uL de medio de proliferacion. Se
cargan 10 uL de la suspension tefiida en una cdmara de neubauer y se realiza el conteo
de macrofagos teniendo como criterio de inclusién para los ensayos una viabilidad igual
o0 superior a 95%. Una vez se tiene el total de células viables, se centrifuga la suspension
celular a 200g por 10 minutos a una temperatura de 25°C, se descarta el medio
sobrenadante y se adiciona medio de respiracion (MR).

6.4 Determinacion de condiciones optimas para los ensayos de respirometria de alta

resolucion.

Con la intencion de establecer un numero efectivo de células, fibroblastos (3T3-L1) y

mioblastos (C2C12) de raton fueron cultivados en cajas de 75 cms usando medio de

proliferacion hasta alcanzar una confluencia total o superior al 80%. Posteriormente se
realizo el siguiente procedimiento para cada linea celular:

e Células C2C12 y 3T3-L1 de diferentes pases que alcanzaron la confluencia requerida
fueron colectados y contados. Posteriormente se realizo la centrifugacion y la suspension
de las células en medio de respiracion (MR) y se realizaron mediciones de respirometria
de alta resolucion en el sistema Oxygraph 2k by Oroboros Instrument usando
concentraciones entre 1 x 10°y 10 x 10° de células en la celda del instrumento, con el
fin de establecer un numero fijo de células viables efectivas para cada medida
respiratoria.

6.5 Analisis de respirometria de alta resolucion en células intactas.

Las células no diferenciadas, las células diferenciadas - tratadas con el extracto de Et y los
controles diferenciados, fueron sometidos a una caracterizacion de la actividad en la cadena
trasportadora de electrones usando el sistema Oxygraph 2k by Oroboros Instruments, por
medio de la medicidn del consumo de oxigeno de células intactas en suspension. Una vez
alcanzado la concentracion efectiva de células en los tres tipos tratados, se resuspendieron
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suavemente con una pipeta eppendorf de 1000 uL y se adicionaron 2 mL de la suspensién en
MR a la celda del equipo Oxygraph 2k, previamente calibrada con medio de respiracion a
37°C a una presion de 85 kPa.
Se establecio la respiracion rutinaria para tratamientos y controles, con fines comparativos
entre los grupos y para su respectiva respuesta frente a la adicion de inhibidores durante la
caracterizacion en tiempo real.

6.6 Evaluacion de modulacion de la respuesta bioenergética mitocondrial en células
intactas.

Para evaluar las caracteristicas respiratorias en células intactas con tratamiento y los controles
diferenciados, se planted una discriminacion bioenergética en la que se evalla la respuesta
de la cadena transportadora de electrones y el acoplamiento energético durante la rutina en
tiempo real de Oxygraph 2k, asi: Oligomicina 8uM, para verificar un estado acoplado o
desacoplado de las células, posteriormente se adicion6 FCCP 4uM, para establecer la méxima
capacidad respiratoria y la reserva bioenergética y después se agregd Antimicina A y KCN
para verificar el destino de los electrones dentro de la cadena transportadora y para tener una
nocion del consumo de oxigeno no mitocondrial.

6.7 Anélisis estadistico

La velocidad de consumo de oxigeno de las diferentes lineas celulares diferenciadas —
tratadas y diferenciadas sin tratar, se determin6 usando el programa DatLab 5 by Oroboros
Instrument.

El andlisis estadistico de los datos se llevé a cabo usando el software GraphPad Prism 8.4.2,
mediante analisis ANOVA de dos factores, ademas, se incluy6 analisis de T student no
emparejada y las pruebas de Tukey y Sidak para comparaciones multiples. La significancia
estadistica se definid a partir de un valor P=0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion de las condiciones optimas para la respiracion celular en fibroblastos
3T3-L1y mioblastos C2C12.

En la seccion A de la figura 1se observa un incremento en la velocidad media de consumo
de oxigeno dependiente del numero de fibroblastos depositados en la celda de medicion.
Cabe destacar que estas velocidades medias de consumo corresponden a la respiracion
habitual, que para un nimero total de 1 x 10° células de pase 13 en la celda la velocidad
media de consumo fue de 19.24 pmol/mL/s, un valor particularmente bajo. No obstante, la
tendencia en aumento de la respiracion celular dependiente del nimero de células no parece
ser lineal, lo que implicaria una relacion directa del ndmero de subcultivos (pases)
previamente realizados con la respuesta respiratoria, esta situacion se observa claramente en
los experimentos con células de pase 8 y pase 9, donde un total de 3.5 x 10°y 5.5 x 10°
fibroblastos en el puerto respectivamente indican valores de consumo relativamente
semejantes (107,93 pmol/mL/s = 125.64 pmol/mLJ/s).

Teniendo en cuenta lo anterior, una comparacion entre las velocidades medias de consumo
de oxigeno normalizadas a 1 x 10° de células de la figura 1B, muestra que un numero mayor
de pases realizados disminuye la capacidad respiratoria en fibroblastos 3T3-L1. Tambiéen
nuestros resultados sugieren que, por millon de células, fibroblastos de pase 8 presentan una
méaxima velocidad media de consumo de oxigeno (30,84 pmol/mL/s por millon de células).
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Figura 1. Respiracion celular en fibroblastos 3T3-L1 intactos. (A) Oz flux (la velocidad media de consumo de
oxigeno), se determin6 usando diferentes concentraciones celulares en la celda de medicion y ademas variando
el pase del cultivo, como se indica en la barra. (B) Oz flux normalizado por millén de célula para identificar la
accion del subcultivo sobre la respiracion celular, con un n=3 para el pase 8 y n=1 para los demas pases.

Estos resultados sugieren que el numero efectivo de células en la celda de medicion no debe
ser menores a 2 X 10%; nosotros seleccionamos 3,5 x 10° células/celda como numero
efectivo fijo para realizar los tests de consumo de oxigeno.

Con respecto al pase cabe destacar que, medir la respiracion en células a las cuales se ha
realizado muchos subcultivos es riesgoso porque se puede comprometer su actividad
bioenergética.

Para las células C2C12 no diferenciadas, la velocidad media del consumo de oxigeno se
incrementd dependiente del nUmero de mioblastos en la celda de medicion. Tal como se
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observa en la figura 2A, existe una tendencia lineal ascendente ente las velocidades medias
respiratorias, ya que, usando 1 x 10° de células en el puerto la velocidad media de consumo
de oxigeno fue de 19,38 pmol/mL/s en contaste con 112,4 pmol/mL/s valor 5 veces mayor
que corresponde a una concentracion celular en la celda de medicion de 10 x 10°.

Aunque los valores parecen tener una tendencia lineal, los resultados presentados en la figura
2B pueden sugerir también un efecto del pase sobre la respiracion celular, como se observa,
la velocidad media de consumo de oxigeno normalizada a un millon de células parece ser
mayor en mioblastos que presentan mas subcultivos realizados, una tendencia
particularmente diferente a la presentada en los fibroblastos 3T3-L1.
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Figura 2. Respiracién celular en mioblastos C2C12. (A) Velocidad media de consumo de oxigeno en funcién
de distintas concentraciones celulares y diferentes pases, como se indica en las barras. (B) normalizacion del
consumo de oxigeno por millon de células, para identificar un posible efecto de los subcultivos en la respiracion
mitocondrial, para pase 15 el n=2.

Nuestros resultados indican que concentraciones cercanas a los 5 x 10° células/celda,
podrian ser los valores mas apropiados para los experimentos de respirometria de alta
resolucion en mioblastos C2C12, adicionalmente el pase podria jugar un papel importante,
teniendo en cuenta que un numero bajo de subcultivos podria corresponder a una menor
respuesta respiratoria. Se selecciond una concentracion de 3,5 x 10° células/celda y
mioblastos con valores de subcultivos moderadamente altos para los ensayos en el sistema
Oxygraph 2k.

7.2 Caracterizacion bioenergética en macrdéfagos J774 no inflamatorios (un resultado
preliminar).

Debido a las dificultades asociadas al cultivo de la linea celular J774 y la contingencia a
causa de pandemia por el coronavirus SARS-CoV-2, hasta la fecha solo se tienen los
resultados de un experimento asociado al consumo de oxigeno en estos macro6fagos no
inflamatorios.

25



En lafigura 3A, se observa la curva de consumo de oxigeno para un total de 7,5 x 10° células
J774 viables usadas en la celda del equipo Oxygraph 2k a 37°C; La velocidad media de
consumo de oxigeno rutinario es de 119,09 pmol/mL/s, velocidad que disminuyen solo un
13,6% al adicionarse 4uM de Oligomicina A. La inyeccién de FCCP 4uM, estimula la méas
de dos veces la respiracion rutinaria a la que corresponde una velocidad media de consumo
de oxigeno de 252,71 pmol/mL/s. Finalmente, al agregar 0,5 mM de KCN inhibidor del
complejo 1V, la respiracién celular baja un 46%, lo que supondria que casi la mitad del
consumo de oxigeno en macréfagos no inflamatorios seria de origen no mitocondrial (figura
3B).
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Figura 3. Curva de consumo de oxigeno para células J774 de fenotipo no inflamatorio. (A) Para un total
7,5 X 10° células/celda, se realizé un experimento en el sistema Oxygraph 2k a 37°C y 85kPa para la linea
celular J774 de pase 12, se presenta la velocidad media de consumo de oxigeno habitual (rutinario), y en
presencia de los moduladores mitocondriales, Oligomicina A 4uM, FCCP 4uM y KCN 0,5 mM. (B) Gréfico de
estados respiratorios inhibidos y rutinario normalizados a un millén de células para macréfagos no inflamatorios
J774 de pase 12. Las barras son representativas para un solo experimento.

7.3 Consumo de oxigeno rutinario y asociado a la discriminacion bioenergética
mitocondrial en fibroblastos 3T3-L1 y mioblastos C2C12.

La adicion secuencial de los inhibidores Oligomicina A, FCCP y KCN sobre 3,5 x 10° de
fibroblastos 3T3-L1 viables en el sistema Oxygraph 2k como se observa en la figura 4,
permite conocer el destino del flujo de electrones, la reserva energética y el acoplamiento
celular en pre — adipocitos intactos.

La inyeccion de 4uM de Oligomicina, resultd en la inhibicién de la respiracion rutinaria en
un 58,6%, posteriormente la adicién de FCCP 4uM estimulo la respiracion rutinaria en un
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149,2% doblando el valor de consumo de oxigeno habitual en células 3T3-L1 no
diferenciadas. Finalmente, el KCN 1mM inhibid la respiracion mitocondrial basal en un
75,4%.

Respiracion No ATP Respiracion Inhibicién
£2U+ Rutinaria Sintesis Desacoplada Complejo IV

U 2R i3

2001

150+

0

02 Concentration (A) [nmoliml]

1004 Células 3T3-L1 Oligo KCN
50
0:00 0:30 1:00 1:30
[h:min]

Figura 4. Consumo de oxigeno para pre — adipoctios 3T3-L1. 3,5 x 10° de células viables efectivas se
adicionaron a la celda de medicion del Oxygraph 2k, para determinar la velocidad del consumo de oxigeno
rutinario como se indica. Adicionalmente se muestran las adiciones respectivas de los inhibidores Oligomicina
A 4uM, FCCP 4 uM y 1mM de KCN. Experimento realizado a 37°C y 85 kPa.

En la figura 5 se observa, la respiracion mitocondrial rutinaria y en presencia de los
inhibidores y desacopladores de la cadena transportadora de electrones para un total de
3,5 x 10° de mioblastos C2C12 viables. La velocidad media de consumo de oxigeno de las
células C2C12 en los experimentos realizados en el sistema Oxygrpah 2k, con 3,5 x 10° en
condiciones habituales (37°C y 85 kPa) es en promedio 56,21 pmol/mL/s. Al agregar 4uM
de Oligomicina, la velocidad de consumo de oxigeno disminuyo en un 77,29%,
posteriormente la inyeccidn estimulante de FCCP 4uM aumento la respiracion a un valor de
114,86 pmol/mL/s un nimero dos veces mayor, comparado con la velocidad media de
consumo de oxigeno rutinario. KCN 0.5mM gener6 una inhibicion del 75,7% en la
respiracion celular.
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Figura 5. Consumo de oxigeno en mioblastos C2C12. La suspensién celular que se inyect6 en la celda de
medicion del equipo Oxygraph 2k fue de 5 x 10°, se determind la velocidad media de consumo de oxigeno
para la linea celular C2C12 sin diferenciar a miotubos, en su estado habitual, inhibida con Oligomicina 4uM,
estimulada con FCCP 4uM e inhibida al final con KCN 0.5 mM.

7.4 Comparativa entre las respuestas bioenergéticas de fibroblastos 3T3-L1 y adipocitos
diferenciados.

En la figura 6 se observa la dindmica del consumo de oxigeno por adipocitos diferenciados
3T3-L1, en presencia de los moduladores mitocondriales. La velocidad media de consumo
habitual para adipocitos es en promedio 384,8 pmol/mL/s para un total de 3,5 x 106 células
efectivas en la celda de medicion, lo que implica un aumento del 71% en comparacién con
la respiracion rutinaria de pre — adipocitos.

Con respecto a la adicién de los inhibidores, los resultados sugieren que al inyectar 4uM de
Oligomicina A sobre adipocitos diferenciados, el valor de la respiracion mitocondrial
disminuye en un 36%, por el contrario, al agregar 4uM de FCCP, hay un aumento en la
respiracion rutinaria del 58%. Finalmente, la adiciéon de KCN 1mM inhibid la velocidad
media de consumo de oxigeno en 62%, lo que implica un alto consumo de oxigeno
mitocondrial. Si bien las moléculas antagonistas, parecen tener la misma dinamica inhibitoria
en los fibroblastos 3T3-L1 diferenciados y no diferenciados, hay cambios importantes que
deben ser mencionados.
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Figura 6. Consumo de oxigeno para células 3T3-L1 diferenciadas a adipocitos. La velocidad media de consumo
de oxigeno por adipocitos se muestra, en el estado rutinario y tras la adicion de los moduladores mitocondriales:
Oligomicina 4uM, FCCP 4uM y KCN 1mM. La respiracion celular, se midié en el sistema Oxygraph 2k con
un total de 3,5 x 10° de celular en la celda del equipo a una temperatura de 37°C.

Como se presenta de forma mas detallada en la figura 7, los fibroblastos 3T3-L1
diferenciados, presentan un aumento significativo en la velocidad de consumo de oxigeno
rutinario y en presencia de los inhibidores en comparativa con los pre — adipocitos dado un
valor P=0,0371 de acuerdo con un anélisis ANOVA de dos factores. Ademas, la respiracion
habitual y la méxima capacidad respiratoria generada por el estimulante FCCP, aumentaron
3 veces en contraste con el control no diferenciado, como se observa en la tabla 1 de valores
normalizados a 1 millon de células.

Si bien la accion inhibitoria del agente desacoplante Oligomicina A no parece ser
significativa entre los controles diferenciados y no diferenciados, es significativa la
disminucién ya mencionada de un 62% generada por este antibidtico en los adipocitos
control, comparandola con su respiracion habitual (tabla 1). Adicionalmente la disminucion
en la respiracion celular causada por KCN en ambos grupos indica, que el consumo de
oxigeno se debe principalmente al gasto generado por la cadena transportadora de electrones
en la fosforilacion oxidativa.

29



T B 373- L1 no dif
373 - L1 dif

1004 T
75—

-
10 i
0- 1 -I 1 -I

Routine Oligo FCCP KCN
Figura 7. Comparativa entre la respiracion celular los controles diferenciados y no diferenciados. Las barras
indican el valor medio de la respiracion rutinaria y en presencia de inhibidores, mas el error estandar asociado.
Esta grafica es representativa para 5 experimentos independientes en el caso de las células 3T3-L1 diferenciadas
y 3 experimentos para las no diferenciadas, a excepcion del inhibidor KCN que solo se reporta un experimento.
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Tabla 1. Velocidades medias de consumo de oxigeno en células 3T3-L1 normalizadas a 1 x 10° de células. #
La significancia se determino usando un analisis ANOVA de dos vias y posteriormente se llevaron a cabo los
tests de Tukey y Sidak para comparaciones multiples. Distintos subindices indica una diferencia significativa
en el mismo grupo control. Las diferencias significativas entre ambos grupos control se marcan con un asterisco.

7.5 Comparativa entre las respuestas bioenergéticas de mioblastos C2C12 y miotubos
diferenciados.

La curva de consumo de oxigeno para un total de 3,5 x 10° miotubos diferenciados viables,
se muestra en la figura 8A. Se puede observar como es la dinamica de respiracion celular
rutinaria y en presencia de los moduladores mitocondriales para C2C12 diferenciadas. El
valor promedio obtenido en 6 experimentos independientes sugiere que, la velocidad de
consumo de oxigeno habitual en miotubos, es de 105,62 pmol/mL/s, esta velocidad
respiratoria cambio con la adicion de 4uM de Oligomicina A, disminuyendo en un 36,7%.
La inyeccion consecutiva de FCCP 4uM estimulo la velocidad media de consumo de oxigeno
a un valor de 241,42 pmol/mL/s, lo que implica un aumento de dos veces la respiracion
rutinaria. Finalmente, 4 experimentos independientes indican que, ImM de KCN agregado
en la celda de medicion, inhibid el consumo de oxigeno en un 59,5%. Cabe destacar que, en
este grupo, se realizaron dos experimentos independientes con el inhibidor del complejo 1ll,
Antimicina A 3uM, que dio como resultado una disminucion de un 41,6% en el consumo de
oxigeno rutinario (figura 8B).
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Figura 8. Curva de consumo de oxigeno para miotubos C2C12 diferenciados. (A) Se muestra dindmica tipica
de respiracion celular para 3,5 x 10° células viables en su estado habitual y en presencia de los inhibidores:
Oligomicina (4uM), FCCP (4uM) y KCN (1mM). En total fueron 4 experimentos independientes realizado en
el sistema Oxygraph 2k. (B) Velocidad media de consumo de oxigeno en 3,5 x 10° de mitubos viables, en su
condicién rutinaria y presencia de los inhibidores: Oligomicina (4uMQO), FCCP (4uM) y Antimicina A (3uM).
Se realizaron 2 experimentos independientes a una temperatura de 37°C en el puerto del equipo de medicién.

Si bien no se puede realizar ninguna comparacion estadistica confiable entre los grupos
control (mioblastos y miotubos) en células C2C12 incluyendo todos los estados respiratorios
inhibidos, por la falta de experimentos independientes y por las diferentes concentraciones
de KCN usadas para el grupo de mioblastos no diferenciados, es importante destacar que es
probable que las células diferenciadas estan capacitadas para consumir mas oxigeno en
funcion del tiempo que el otro grupo control como se observa en la figura 9A. No obstante,
teniendo en cuenta los valores de la velocidad media de consumo de oxigeno en el estado
rutinario y estimulado con FCCP, se realizo un analisis estadistico ANOVA de dos factores
en los controles C2C12; como se muestra en la figura 9B. Con un valor P=0,0067 existe una
significancia estadistica en el aumento de consumo de oxigeno en C2C12 diferenciados a
miotubos en los estados respiratorios rutinarios y desacoplados con el inhibidor FCCP,
comparandose este grupo control con el control no diferenciado.
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Figura 9. Comparativa entre la velocidad media de consumo de oxigeno de células C2C12 no diferenciadas
(mioblastos) y diferenciadas (Miotubos). (A) Las barras indican el valor medio respiratorio normalizado a un
millén de células para los estados respiratorios: rutinario, inhibido por oligomicina A y KCN y estimulado con
FCCP. (B) Las barras corresponden la respiracion celular rutinaria y en presencia de FCCP, el error estandar
asciado corresponde a los ensayos con réplicas independientes, para el caso de C2C12 diferenciadas n=6; para
C2C12 no diferenciadas n=3. El analisis estadistico se realiz6 en el software GraphPad Prism.

También como se observa en la tabla 2, se realizaron pruebas de comparaciones maltiples
para los estados respiratorios rutinarios y desacoplados. Al parecer, el grupo de células
C2C12 diferenciadas a miotubos, presenta una alta capacidad maxima de respiraciéon en
contraste con el control no diferenciado después de la estimulacion con 4uM de FCCP,
ademas, los analisis indican que existe una reserva bioenergética significativa en el control
diferenciado, ya que, como se observa en la tabla 2 la respiracion estimulada en este grupo
de células es mas de dos veces el valor de su consumo de oxigeno rutinario.

Velocidad respiratoria
(pmol/mL/s por millén de Diferencias

Células células) o
— significativas#
Rutinaria | FCCP

C2C12 no
diferenciadas 16,06 32,82 No
(n=3)
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C2C12
diferenciadas 30,18a 68,98b,* Si
(n=6)

Tabla 2. Velocidad media de respiracion habitual y estimulada con FCCP en células C2C12 diferenciadas y no
diferenciadas. # La significancia se determino usando un analisis estadistico ANOVA de dos factores, seguido
de los test de Sidak y Tukey para comparaciones multiples. Para el mismo grupo control, subindices diferentes
indican diferencias significativas entre las medias; para diferentes grupos, las diferencias significativas en el
mismo estado respiratorio se marcan con un asterisco. El analisis se llevé a cabo usando el software GraphPad
Prism

7.6 Comparativa entre los parametros bioenergéticos asociados a la respiracion
mitocondrial de adipocitos 3T3-L1 diferenciados (control) y adipocitos tratados con
extracto de Et.

La curva de consumo de oxigeno para adipocitos tratados con 50 ug/mL de extracto de Et
por 72 hora se muestra en la figura 10. La velocidad de consumo de oxigeno rutinario es en
promedio 311.9 pmol/mL/s para 3,5 x 10° de adipocitos viables tratados. La inyeccion de
Oligomicina A 4uM disminuyd solo en un 26% la respiracién en células intactas,
posteriormente, 4uM de FCCP estimul6 el consumo de oxigeno habitual en un 134,3%. La
inyeccion final de KCN 1mM, inhibi6 en promedio un 72% la respiracion asociada a cadena
trasportadora de electrones
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Figura 10. Curva de consumo de oxigeno para células 3T3-L1 tratadas con extracto de Et. Para un total de
3,5 x 10° células viables a 37°C en el puerto del sistema Oxygraph, se midi6 la velocidad media de consumo
de oxigeno rutinaria y en presencia de los inhibidores: Oligocimina A 4uM, FCCP 4uM y KCN 1mM. Resultado
representativo para 4 experimentos independientes.

A pesar de que los valores de la velocidad media de consumo de oxigeno parecen disminuir
en la respiracion rutinaria, como en los otros estados respiratorios dependientes de la adicion
de los moduladores mitocondriales en presencia de extracto de Et (50 ug/mL) por 72 horas.
Esta diferencia no es estadisticamente significativa con respecto al control diferenciado no
tratado, es decir, el extracto de Et, no parece tener ningun efecto sobre la bioenergética
mitocondrial en adipocito 3T3-L1 (Figura 11).
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Figura 11. Evaluacion del efecto del extracto de Et sobre la respiracion celular en fibroblastos 3T3-L1
diferenciados. La velocidad media de consumo de oxigeno se determin6 usando el sistema Okygraph 2Kk,
midiendo la respiracion asociada a la fosforilacion oxidativa habitual y en presencia de 4uM de Oligomicina A,
4uM de FCCP y 1mM de KCN. Las células se trataron con el extracto de Et a una concentracion de 50 ug/mL
por un tiempo establecido de 72 horas, que inicié una vez culminé el proceso de diferenciacion. Resultado
representativo para 4 experimentos independientes tanto de en células tratadas como en células control.

La velocidad de consumo en su estado rutinario y posterior a la adicion de los inhibidores y
desacoplantes mitocondriales en células tratadas, fue menor en comparacion con el control
diferenciado, como se puede observa en la tabla 3 de comparaciones multiples, aunque la
respiracion parece ser mas lenta en los adipocitos tratados con el extracto de Et, cabe destacar
que no existe ninguna diferencia significativa entre y dentro de los grupos segun los analisis
de Tukey y Sidak.

Velocidad media de respiracion
mol Oz/s/ml per million cells i i
Células (p P ) Diferencias
significativas#
Rutinaria | Oligo A FCCP KCN
3T3-L1
diferenciadas | 111.805a 72.51a 182.3a 38.77a No
(n=5)
3T3-L1
Tratadas 85.31a 62.98a 158.49a 27.89% No
(n=4)

Tabla 3. Comparativa entre las velocidades medias de respiracion celular en adipocitos diferenciados y tratados
con el extracto de Et. # La significancia estadistica se determind usando un andlisis ANOVA de dos vias,
seguido de los tests de Tukey y Sidak para comparaciones maltiples. En el mismo grupo los subindices distintos
indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias de la velocidad de consumo de oxigeno en
el momento previo y posteriores a la adicion de los inhibidores. El andlisis se realizd6 mediante el software
GraphPad Prism.
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7.7 Comparativa entre los parametros bioenergéticos asociados a la respiracion
mitocondrial de miotubos diferenciados C2C12 (control) y miotubos tratados con
extracto de Et.

La dindmica en el consumo de oxigeno rutinario y en presencia de los moduladores
mitocondriales para miotubos C2C12 diferenciados y tratados con 50 ug/mL del extracto de
Et por 24 horas, se muestra en la figura 12A. En total se realizaron 6 experimentos
independientes para evaluar la respiracion celular rutinaria y en presencia de FCCP y
Oligomcina A. Cuatro de los 6 experimentos, evaluaron también la accion del cianuro (KCN)
y en los dos experimentos independientes restantes, se identificé el comportamiento del
consumo de oxigeno en miotubos intactos en presencia de Antimicina A.

Como se observa en la figura 12A, la velocidad media de consumo de oxigeno en el estado
rutinario para 3,5 x 10° miotubos viables diferenciados y tratados con el extracto de Et, es
en promedio 86,98 pmol/mL/s, un valor que se ve disminuido en solo un 3,13% por la adicion
de Oligomicina A a una concentracién de 4uM. La inyeccién posterior de FCCP 4uM,
estimulo la velocidad media de consumo de oxigeno a el doble de la respiracion rutinaria con
un valor de 170,28 pmol/mL/s. Finalmente, al agregar los inhibidores KCN 1mM vy
Antimicina A 3uM (figura 12B), el consumo de oxigeno disminuyo en un 84,9% y un 75,76%
respectivamente.
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Figura 12. Consumo de oxigeno para células C2C1 diferenciadas a miotubos y tratadas con extracto de Et por
24 horas. (A) 3,5 x 10° células C2C12 viables en la celda de medicion del sistema Oxygraph 2k a 37°C, se
usaron para evaluar la velocidad media de consumo de oxigeno habitual y en presencia de los moduladores
mitocondriales, Oligomicina A 4uM, FCCP 4uM, KCN 1mM. Este resultado es representativo para 4
experimentos independientes. (B) El total de células establecido para llevar a cabo los experimentos se usaron
para calcular en el sistema Oxygraph 2k a 37°C, la velocidad media de consumo de oxigeno habitual y en
presencia de los inhibidores Oligomicina A 4uM, FCCP 4uM y Antimicina A (AA) 3uM. Esta figura presenta
2 experimentos independientes en presencia del extracto de Et.

Si bien, las celulas tratadas con el extracto de Et por 24 horas a una concentracion de 50ug/mL
parecen tener una disminucion en la velocidad media de consumo de oxigeno en todos los
estados (rutinario, estimulado e inhibidos), lo que implica una menor reserva bioenergética
y ademas una accion casi nula del inhibidor de la ATP sintasa (Oligomicina A), estos eventos
no fueron estadisticamente significativos de acuerdo a un analisis ANOVA de dos factores,
teniendo en cuenta los estados respiratorios que presentan 6 experimentos independientes
como se observa en la figura 13.
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Figura 13. Evaluacion del efecto de extracto de Et sobre la respiracion en células C2C12 diferenciadas a
miotubos sin incluir inhibidores de la cadena transportadora de electrones. La velocidad media de consumo de
oxigeno en los estados respiratorios, rutinario, inhibido con Oligomicina A 4uM y estimulado con 4uM de
FCCP, se midié usando el equipo Oxygraph 2k en miotubos C2C12 tratados por 24 horas con el extracto de Et
a 50 ug/mL. Se realiz6 un analisis estadistico ANOVA de dos factores para 6 experimentos independientes.

En las secciones A y B de la figura 14, se muestran las graficas comparativas respecto al
consumo de oxigeno en miotubos C2C12 control y tratados con Et en todos los estados
respiratorios, incluyendo los inhibidores de la cadena transportadora de electrones KCN y
AA. Los resultados del analisis ANOVA de dos factores corroboraron los resultados en la
figura 13, lo que indica que no hay diferencias significativas entre el grupo control y el
tratamiento con el extracto de Et. En sintesis, no hay ninguna accion del extracto de
Eucalyptus tereticornis en la funcién mitocondrial de células C2C12.
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Figura 14. Evaluacién del efecto del extracto de Et sobre la respiracién en miotubos C2C12, incluyendo la
medida del consumo de oxigeno en presencia de inhibidores de la cadena transportadora de electrones. (A) Las
barras indican la velocidad de consumo de oxigeno habitual y en presencia de los inhibidores Oligomicina A,
KCN y FCCP para 4 experimentos independientes llevados a cabo en el sistema Oxygraph 2k a 37°C. (B) Se
muestra el consumo de oxigeno rutinario, en presencia de FCCP, Oligomicina A y Antimicina A, en células
C2C12 diferenciadas y tratadas con el extracto de Et por 24 horas, el error estdndar depende de 2 experimentos
independientes realizados en el equipo Oxygraph 2k a 37°C.

Tal como se observa en latabla 4, las velocidades medias de respiracion por millon de células
en su estado rutinario he inhibido, se muestran teniendo en cuenta el numero de experimentos
independientes realizados. A primera vista, se observa claramente que la respiracion celular
es mas baja en los estados respiratorios, rutinario, inhibido con KCN y AA y estimulada con
FCCP en células tratadas con el extracto de Et 50 ug/mL por 24 horas, no obstante, el valor
promedio de la velocidad de consumo de oxigeno en presencia de 4uM de Oligomicina A,
parece presentar mayor inhibicion en mioblastos diferenciados con respecto al grupo tratado.
Teniendo en cuenta lo anterior, los analisis estadisticos de comparacion maltiple indican que
la Unica diferencia significativa entre el tratamiento y el control se presenta en el consumo
de oxigeno estimulado por FCCP, ya que, el control diferenciado parece consumir oxigeno
significativamente mas rapido que las células diferenciadas y tratadas con el extracto de Et
al agregar esta molécula desacoplante. Ademas, dentro de ambos grupos, existen diferencias
significativas asociadas a la respiracion celular en presencia de FCCP y AA en contraste con
la velocidad de consumo de oxigeno habitual o rutinario, es decir, tanto para células tratadas
como para el control diferenciado, es significativa la estimulacion de la respiracion con FCCP
comparado con el consumo habitual de Oz, lo que implicaria la presencia de una reserva
bioenergética en los dos grupos pero esta reserva seria mayor en las células control. También
la disminucion significativa en la respiracion causada por el inhibidor del complejo 111
Antimicina A, indicaria que, tanto en tratamientos y controles el consumo de oxigeno se
asocia principalmente al gasto generado en la fosforilacion oxidativa, comparado con otros
procesos celulares no mitocondriales dependientes de Oz.

Velocidad media de respiracion
, (pmol O2/s/ml per million cells) Diferencias
Células R
significativas#
Rutinaria | Oligo A FCCP KCN AA
# de Exp. 6 6 6 4 2
Miotubos Si
C2C12 25,87a 16,30a 59,12, 9,78a 17,60c
Miotubos
C2C12 21,30a 20,63a 48,65 5,87a 8,60c Si
Tratados

Tabla 4. Comparacidn de las velocidades medias de consumo de oxigeno para miotubos diferenciados y tratados
con el extracto de Et. # La significancia estadistica se determin6 usando un andlisis ANOVA de dos factores,
ademas de los tests de Tukey y Sidak para comparaciones multiples. Dentro del mismo grupo subindices
diferentes indican diferencias significativas entre las velocidades de los estados respiratorios asociados. Las
diferencias significativas entre los grupos, se marcaron con un asterisco. El anlisis se llevd a cabo en el
software GraphPad Prism
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7.8 Evaluacion de la reserva bioenergética en adipocitos 3T3-L1 y miotubos tratados con
50 ug/mL de extracto de Eucalyptus Tereticornis.

Teniendo en cuenta que la reserva bioenergética se entiende como la diferencia entre la
respiracion estimulada con FCCP vy la respiracion rutinaria, es decir, el exceso de consumo
de oxigeno generado por la adicion del agente desacoplante comparado con el valor de
consumo de oxigeno habitual se conoce como reserva bioenergética (O2 consumption rate
del estado estimulado con FCCP — O2 consumption rate del estado rutinario = Reserva
bioenergética). Los valores promedio de esta reserva normalizada a un millon de células para
tratamientos y controles de miotubos C2C12 y adipocitos 3T3-L1, se presentan en la tabla 5.
Si bien los valores de la reserva bioenergética promedio de las dos lineas celulares
diferenciadas tratadas parecen ser menores que sus respectivos controles diferenciados como
se muestra en la tabla 5, se llevd a cabo un andlisis estadistico usando una prueba T no
emparejada para verificar que esta disminucion en la reserva bioenergética depende
significativamente del tratamiento con 50 ug/mL del extracto de Et.

N Adipocitos . Miotubos
Células | AdIPOCIOS | *aps ) 4 | Miotubos 1 “oo05

3T3-L1 C2C12

tratados Tratados

# de Exp. 4 4 6 6
Reserva
bioenergética 59,81 55,47 38,8 23,80
promedio

Tabla 5. Reserva bioenergética en los grupos de controles y tratamientos para adipocitos 3T3-L1 y miotubos
C2C12. Se presenta la reserva bioenergética (respiracion rutinaria — respiracion con FCCP) promedio para
adipocitos y mioutubos diferenciados y tratados con 50 ug/mL del Extracto de Et. Las unidades este parametro
bioenergético se presentan en pmol/mL/s por millén de células.

Los andlisis estadisticos indican que sin bien la reserva bioenergética disminuye en el caso
de los adipocitos 3T3-L1 tratados con el extracto de Et (Figura 15A), esta disminucion no es
significativa (P valor=0,886), lo que corrobora los analisis comparativos de la seccion
anterior. Del mismo modo, los miotubos C2C12 tratados con el extracto de Et, presentan una
disminucién mucho mayor en la reserva bioenergética comparado con las células control, y
aungue esta reserva se ve mas afectada que en los adipocitos tratados, tampoco existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de esta linea celular como se
observa en la figura 15B. En sintesis, la accion del extracto de Et, no parece afectar los
pardmetros mitocondriales en células C2C12 y 3T3-L1.
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Figura 15. Comparativa de la accién de extracto de Et, sobre la reserva bioenergética en miotubos C2C12 y
adipocitos 3T3-L1. (A) Evaluacion del tratamiento con el extracto de Et sobre la reserva bioenergética en
adipocitos 3T3-L1, el error estdndar asociado corresponde a 6 experimentos independientes realizados. (B)
Evaluacion del extracto de Et sobre la reserva bioenergética en miotubos 3T3-L1, el numero de experimentos
independientes fue un total de 4. La prueba T no emparejada se realizé en le software GraphPad Prism.
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8. DISCUSION

8.1 Caracteristicas respiratorias asociada a la diferenciacion celular.

Los procesos de diferenciacion celular presentan una alta regulacién y sefializacion de
proteinas, factores nucleares y de transcripcion para generar un cambio de fenotipo en las
células con el fin de cumplir una funcion especializada [116]. Estos cambios tan abruptos
que también tienen trascendencia morfoldgica y repercusiones en el estado metabdlico de las
células pueden ser identificados en los cambios de la respuesta bioenergética [117].
Nuestros resultados, indican una diferencia significativa entre los estados respiratorios
mitocondriales de células 3T3-L1 no diferenciada y diferenciada a adipocitos, donde la
velocidad media de consumo de oxigeno rutinario de los fibroblastos 3T3-L1 solo representa
un 29% de la respiracion celular alcanzada por el mismo numero de adipocitos diferenciados,
lo anterior, sugiere que el proceso de diferenciacion viene acompafiado de una activacion
metabdlica mitocondrial (figura 5y 6). Estos resultados, van en concordancia con avances
cientificos que vinculan el aumento del consumo de oxigeno mitocondrial, la produccion de
ROS dependiente del complejo 111 de la cadena transportadora de electrones y la biogénesis
mitocondrial, con la regulacion positiva de la expresion del complejo proteico multipropésito
mMTORCL1. Al parecer, la activacién molecular de este complejo proteico genera un aumento
dréstico en la produccion de mitocondrias, lo que implicaria un aumento en la respiracion
méaxima y un aumento en el metabolismo para modular la produccion de especies reactivas
de oxigeno dependientes del complejo Il [117, 118]. Los analisis de comparaciones
multiples para ambos controles de células 3T3-L1, también indican una diferencia
significativa entre las respiraciones maximas de estos grupos, producto de la estimulacion
con FCCP.

A pesar de que no se pudo realizar un analisis estadistico concreto sobre los estados
respiratorios inhibidos por Oligomicina A, KCN y Antimicina A en mioblastos C2C12, se
presentan los resultados con fines comparativos para esclarecer el papel de la bioenergética
mitocondrial en la miogénesis. Los resultados de esta investigacion sugieren que hay un
cambio en la velocidad de consumo de oxigeno en mioblastos y miotubos C2C12, es decir,
el proceso de diferenciacion aumenta el perfil de la respiracion rutinaria y estimulada por
FCCP, con velocidades medias de consumo de oxigeno inferiores en un 46,8% y 52,42%
respectivamente en mioblastos, contrastados con miotubos (figura 4, 8). Este es un resultado
que se ha informado por otras investigaciones que postulan al metabolismo mitocondrial,
como la principal causa de diferenciacion a miotubos, segun estos avances, los mioblastos
previos a la diferenciacién presentan un metabolismo altamente dependiente de glucélisis y
una baja tasa de fosforilacion oxidativa, una vez comienza el proceso de cambio fenotipico,
se aumenta la tasa de produccion de ATP via mitocondrial, y ademas, se estimula la
biogénesis mitocondrial a partir de coactivadores transcripcionales y receptores nucleares
[119, 120] inclusive, estudios que usaron antibioticos como la Oligomicina A, concluyeron
que este inhibidor no permite la diferenciacion miogénica por su accion desacoplante sobre
la ATP sintasa [122]. Nuestras investigaciones sugieren que la estimulacion con FCCP es
significativa entre grupos, lo que implica que los mioblastos diferenciados presentan una
reserva energética mayor comparada con los no diferenciados, lo cual podria tener relacion
con el numero de mitocondrias que realizan la fosforilacion oxidativa.

En resumen, el proceso de diferenciacion de mioblastos y fibroblastos en miotubos y
adipocitos respectivamente, puede identificarse de manera clara por un estimulo de la
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respiracion celular dependiente de la fosforilacion oxidativa y de otros parametros
bioenergéticos asociados a las mitocondrias.

Los resultados preliminares en macrofagos no diferenciados presentados en la figura 3,
permiten comprender la respuesta bioenergética su estado no inflamatorio. Nuestros avances,
sugieren que la velocidad media de consumo de oxigeno para macrofagos J774 normalizada
a un millén de células es muy baja, alrededor de 15,88 pmol/mL/s, lo que indica una taza
metabolica menos dependiente de la fosforilacion oxidativa, ademas Ilama la atencion que la
inhibicion causada por la Oligomicina A sobre la respiracion, solo disminuy6 un 13,6% el
consumo de oxigeno habitual, esto implica un desacoplamiento para la produccion de ATP,
si bien esta informacion solo es representativa para un experimento, los resultados
concuerdan con investigaciones que indican una alta dependencia de la via glucolitica en
macréfagos no inflamatorios para la generacion de energia y una disfuncién mitocondrial
que se corrige en cuando el fenotipo de esta linea celular cambia, es decir, los macrofagos en
su estado inflamatorio, usan la maquinaria acoplada de la fosforilacion oxidativa como la
fuente principal de produccion energética [123].

8.2 Rol de la bioenergética mitocondrial en sistemas celulares afectados por la obesidad.
Tal y como se dio a conocer en el marco referencial, la obesidad como patologia, genera un
cuadro inflamatorio crénico, que implica una ruptura en la homeostasis celular. Un
desequilibrio homeostatico, tiene como producto la disfuncion de proceso metabdlicos en
células implicadas con esta patologia [124]. Las principales células afectadas por el exceso
de adiposidad son las que se encuentra directamente relacionado con el almacenamiento de
grasa, los adipocitos [125]. Lo anterior, se justifica en los estudios que elucidan procesos de
sefializacion pro y antinflamatorios andmalos en adipocitos hipertrofiados de grasa, donde
moléculas como la familia de interleucinas y las citoquinas inflamatorias, la adipocina y el
factor de necrosis tumoral alpha (TNF alpha), presentan una regulacién positiva constante,
lo que desencadenan perturbaciones graves en otras poblaciones celulares que comprenden
macrofagos, monocitos y células endoteliales [126].

El fenotipo proinflamatorio activado en macréfagos por la regulacion positiva del NF — KB
y, los monocitos que se abren paso dentro de las células endoteliales y del musculo liso, para
inflamar los depdsitos de grasa en exceso por la sobreexpresion de proteinas sefiales como la
MCP — 1, son sucesos que ocurren en personas que padecen obesidad y son la génesis de sus
comorbilidades asociadas [126, 127]. Estos cambios en células especializadas de diferentes
tejidos como adipocitos, macréfagos y células del musculo esquelético, pueden ser
identificados en su respuesta bioenergética durante estos procesos patoldgicos cronicos.

Yu y colaboradores, investigaron las etapas de diferenciacion en adipocitos 3T3-L1, sus
resultados siguieren la existencia de dos etapas post — diferenciacion, una etapa adulta, donde
los adipocitos se encuentran hipertrofiados y con una baja capacidad respiratoria, y una etapa
mas joven, donde los adipocitos son muy activos metabdlicamente [129]; estos resultados
concuerdan con la caracterizacion respiratoria realizada para la misma linea celular en este
trabajo, tal como se observa en las figuras 5y 6, las velocidades medias de consumo de
oxigeno para el control diferenciado de 3T3-L1 son muy altas, y ademas el destino del
oxigeno molecular, se encuentra principalmente asociado a la cadena transportadora de
electrones en la fosforilacion oxidativa, lo anterior se corrobora en la alta sensibilidad al
cianuro y a la oligomicina A que disminuye la respiracion en un 62% y un 36%
respectivamente. Detener el flujo de electrones en el complejo IV que se encuentran
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acoplados para la generacion de ATP, implicaria una baja en la produccion de energia y
finalmente, una baja demanda de oxigeno de origen mitocondrial. Esta alta actividad
metabdlica en la fosforilacion oxidativa podria explicarse por una biogénesis mitocondrial
aumentada, ya que otros avances sugieren que los procesos de diferenciacion tempranos en
fibroblastos 3T3-L1, son dependientes de un alto numero de mitocondrias por célula [130].
Teniendo en cuenta lo anterior, y ademas, sumando el proceso de diferenciacion celular
sometido a los fibroblastos en esta investigacion (7 dias), se puede tener certeza de que los
adipocitos diferenciados son los suficientemente jovenes para identificar la disfuncion
respiratorias presente adipocitos maduros hipertrofiados [29]. Estos resultados podrian
explicar también la alta reserva bioenergética de adipocitos 3T3-L1 estimulada por FCCP,
un alto numero de mitocondrias acopladas para la generacion de energia, podria ser
directamente proporcional a la respuesta generada en una estimulacién méaxima del consumo
de oxigeno.

Los mioblatos C2C12 diferenciados a miotubos en esta investigacion, al igual que los
fibroblastos, presentan una alta actividad metabdlica, una alta reserva bioenergética y un
acoplamiento en el flujo de electrones para la generacion de ATP mitocondrial, lo anterior,
se justifica en la disminucion de los estados respiratorios inhibidos por Oligomicina A que
afecta la ATP sintasa, el KCN que detiene el flujo de electrones en el complejo IV vy la
Antimicina A que actla sobre el complejo 111, ademas del aumento considerable en la
velocidad de consumo de oxigeno observada en la estimulacion con FCCP (Figura 8y 9).
Al parecer, estos resultados contrastan con investigaciones recientes que relacionan un
aumento en la capacidad de la cadena transportadora de electrones en células endoteliales y
del musculo liso de ratas alimentadas con una dieta hipercalérica [131]. Las miotubos y otras
celulas que componen el musculo esquelético, dependen en principio del metabolismo
glucolitico, no obstante, esta dinamica de dependencia cambia en individuos obesos que
parecen segun los resultados, multiplicar la sintesis de complejos mitocondriales como el
COX 1V, debido en principio a la regulacion positiva de la sintesis de ROS causada por la
alta ingesta caldrica y al gasto de ATP necesario para generar eventos contractiles de bombeo
sanguineo arterial [131, 132]. Si bien, en las investigaciones es plausible el hecho de que la
velocidad de consumo de oxigeno en células endoteliales y miotubos del musculo liso es alta,
los resultados in vivo, parecen entregar mas informacién sobre parametros como la
produccién de ATP mitocondrial, ya que, resultados demuestran una baja sintesis de la
subunidad beta de la ATP sintasa en ratas obesas [131], lo que en modelos in vitro tendria un
equivalente no inhibitorio o inhibitorio bajo de la oligomicina A, en la funcién de la
fosforilacidn oxidativa, sin embargo, nuestros resultados sugieren una disminucién de 36,7%
en la respiracion celular, por la accion de este antagonistas del complejo V (ATP sintasa),
que aunque no es un valor significativo con respecto a la respiracién habitual en miotubos,
implica un grado de acoplamiento en la cadena de electrones para la generacion de ATP. Esta
disparidad entre resultados podria tener origen en los modelos usados, ya que teniendo en
cuenta que la obesidad es una condicion metabolica que implica diferentes tipos de tejidos y
poblaciones celulares, la acumulacion de ROS producto de la inflamacion crénica de
diferentes tipos de células, es una variable mejor censada en modelos vivos, lo que trae como
consecuencia una respuesta de la bioenergética mitocondrial més clara que la respuesta
brindada por modelos in vitro. Finalmente, otro valor inhibitorio que es importante destacar,
hace referencia a la baja de la velocidad rutinaria de consumo de oxigeno de un 59,5%
causada por la inyeccion de KCN, nuestros resultados indican que mas de la mitad del
oxigeno molecular consumido en los procesos celulares, ocurre en la fosforilacion oxidativa,

42



este resultado, puede relacionarse con el aumento en la expresion de COX IV como
biomarcador de un aumento en el metabolismo respiratorio mitocondrial para células C2C12
diferenciadas.

8.3 Efecto del extracto rico en TPs de hojas de Eucalyptus tereticornis en la modulacion
bioenergética de adipocitos 3T3-L1 y miotubos C2C12.

Tal y como se informé en el marco referencial, el extracto de hojas de Et presenta un alto
contenido de tres diferentes triterpenos pentaciclicos, de tipo ursano y oleano. Una matriz de
acido ursolico, acido oleandlico y lactona del acido usolico, son los principales componentes,
ademas, el extracto presenta otra fraccion molecular desconocida que no ha sido identificada.
También, cabe destacar que este extracto de hojas de Et, ha sido usado en modelos animales
como un tratamiento promisorio para el control de la obesidad, ya que disminuye la esteatosis
hepatica y la adiposidad visceral, sin mencionar otros parametros asociados a la inflamacion
causada por esta patologia metabolica [20]. Teniendo en cuenta lo anterior, existen revisiones
que postulan una cantidad considerable de triterpenos de origen natural derivados del
isopreno, como posibles agentes terapéuticos para tratar enfermedades inflamatorias,
metabdlicas, virales, cancer, he inclusive patologias parasitarias, entre otras [81]. La razon
por la cual existen tantas alternativas pro-farmacoldgicas a partir de estas moléculas, radica
en la gran cantidad de plantas que a su vez albergan una basta variedad de triterpenos
diferentes con funciones terapéuticas asociadas a su estructura quimica [134].

En este trabajo se evaluo la accidn conjunta del acido ursdlico, acido oleandlico y lactona del
acido ursélico, sobre la bioenergética mitocondrial de adipocitos 3T3-L1 y mitubos C2C12,
un modelo in vitro. Nuestros resultados reportan una disminucion en los pardmetros
bioenergeéticos de adipocitos y miotubos que fueron tratados con el extracto de Et 50 ug/mL
por 72 y 24 horas respectivamente (figura 10 y 12), lo anterior implica también una baja en
las reservas bioenergéticas de tratamientos vs controles (figura 15), no obstante, esta
disminucion no fue estadisticamente significativa a la luz de un analisis ANOVA de dos
factores, teniendo en cuenta 4 0 mas experimentos independientes en cada linea celular, que
a pesar de la baja respiratoria en células tratadas, no se puede determinar con certeza que esa
tendencia depende del tratamiento con los TPs presentes en hojas de Et. La disminucion en
parametros como la reserva bioenergética desde un punto de vista fisioldgico, esta
directamente relacionado con la respuesta celular a insultos externos o productos no deseados
del mismo metabolismo que puedan afectar la homeostasis [135]. De forma particular en
células del musculo liso intactas, la reserva bioenergética se ve disminuida en presencia de
especies reactivas como el HNE (4-hidroxinonenal), lo que implica en términos metabélicos,
que estas células intactas funcionen sobre su méxima capacidad respiratoria en su estado
habitual, suceso que no ocurre con los controles de las mismas células que no se someten a
la presencia del HNE [136]. Otros estudios también indican una disminucién en la reserva
bioenergética ademas de una baja notoria en la respiracién maxima celular de monocitos en
presencia de especies reactivas del oxigeno, lo anterior implica que una de las principales
causas de una poca reserva bioenergética es la alta concentracion de ROS celular y
mitocondrial [137]. Los pardmetros bioenergéticos afectados por altas concentraciones de
especies reactivas y otras posibles causas, son el resultado de un indice de Salud
Bioenergética bajo, que esta directamente relacionado en términos médicos con una salud
decadente, es decir, el BHI por sus siglas en ingles es una medida Unica y Gtil que permite
generar diagndsticos y pronosticos de un individuo, tejido o colectivo de células [138]. Segun
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nuestros resultados la disminucion no significativa en la reserva bioenergética y en la
respiracion rutinaria presente en ambas lineas celulares 3T3-L1 y C2C12 tratadas con el
extracto de Et, sugieren un indice de salud bioenergética igual al presente en el control
diferenciado, lo anterior indicaria teniendo en cuenta los resultados beneficiosos del extracto
en modelos animales obesos de la investigacion ya mencionada [20], que esta mezclarica en
TPs de Eucalyptus tereticornis no presenta ningun efecto sobre la respuesta bioenergética,
sugiriendo asi que el mecanismo de accion antiglucemiante y antidiabética de este extracto
no parece tener relacion directa con la mitocondria desde una perspectiva respiratoria en la
fosforilacion oxidativa. Una hipdtesis alterna impulsada por una investigacion realizada en
2013 por Iseli y colaboradores que asociaba el uso de triterpenos extraidos del melon sobre
miotubos L6 y células Hela, vinculan la activacion de la via sefializadora de la proteina
quinasa dependiente de AMP con los compuestos bioactivos de este fruto; aunque las lineas
celulares y los triterpenos en este proyecto son diferentes a los usados por los investigadores
de la publicaciébn mencionada; en general se tiene registro de que muchos compuestos
promisorios de origen natural activan esta via, por la modulacion en la carga energética
asociada a las proporciones de ADP, AMP y ATP intracelular, finalmente, esta regulacion
metabolica puede depender de una disminucion de la respuesta bioenergética, que si bien en
este trabajo solo se observd como una tendencia no significativa, es probable que la
regulacion en la ruta AMPK sea el blanco de accién del extracto de E. Tereticornis [139],
[140] .

También es importante destacar que el modelo experimental, es decir, los miotubos y
adipocitos necesitarian un entorno sistémico y organico generado por modelos obesos, que
ciertamente traeria una repercusion inflamatoria tal que esta pudiera verse reflejada en la
respuesta bioenergética de estas células, mas alla del proceso de diferenciacion asociado a
nuestro disefio experimental. A pesar de que la accion del extracto no fue reconocida en los
analisis estadisticos, es importante destacar los efectos reportados para cada uno de los tres
TPs presente en este, de modo que puedan ser asociado con los resultados.

En principio, para el acido oleandlico hay una gran cantidad de investigaciones que vinculan
la suplementacién dietaria de este producto natural, con una mejora en la resistencia a la
insulina en modelos murinos con diabetes tipos 2, asi como la modulacién los niveles de
ROS mitocondriales, al aumentar la expresion de proteinas antioxidantes como la stper oxido
dismutasa (SOD) [138, 139]. Esta disminucion en las especies reactivas puede tener relacion
directa con la baja en el consumo de oxigeno mitocondrial rutinario y en presencia de los
inhibidores en adipocitos 3T3-L1 (tabla 3), ya que, si el aumento en las especies reactivas
promueven la diferenciacion, la poblacion celular tratada con el extracto de Et, podria detener
este proceso, elevando el numero de fibroblastos con una menor taza de actividad metabdlica
en la muestra diferenciada, lo que implicaria una respuesta bioenergética disminuida. Otro
resultado importante para destacar en esta seccion es la disminucion en la sensibilidad a la
Oligomicina A en miotubos C2C12 tratados con el extracto de Et. La velocidad media de
consumo de oxigeno después de la inyeccion con Oligomicina A, redujo Unicamente en
3,13% la respiracion rutinaria en miotubos + Extracto Et 50 ug/mL, comparado con una
reduccion del 36,7% evidenciado en el grupo de células diferenciadas (tabla 4, figura 12, 13
y 14). Los avances de una investigacion realizada en el 2011 por Bernatoniene vy
colaboradores podrian relacionar esta resistencia al inhibidor mitocondrial (que explica
desacoplamiento en la produccion de ATP de la cadena transportadora de electrones), con la
suplementacion de &cido ursélico en mioblastos cardiacos, segun los investigadores, la
adicion de 0,4 a 200 ng/mL de este triterpenos de tipo ursano, genera un desacoplamiento
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sutil en la fosforilacion oxidativa, lo que tentativamente explicaria la respiracion desacoplada
en miotubos C2C12 tratados con el extracto que posee una fraccion de triterpeno
pentaciclico, presentado en este trabajo [143]

Finalmente, y en términos de viabilidad celular, ningn experimento independiente de lineas
celulares 3T3-L1 y C2C12 tratadas con 50 ug/mL de extracto de hojas de Et en los tiempos
establecidos, tuvo problemas de muerte celular, es decir, todo los ensayos de respirometria
de alta resolucion en el sistema Oxygraph 2Kk, se realizaron con no menos del 95% de células
intactas y viables, este es un resultado contradictorio a la luz de los cientificos que sugieren
una actividad pro-apoptotica y antiproliferativas de los TPs usados en esta investigacion.

Li et al, determinaron gue la concentracion de acido oleandlico maxima para inhibir la mitad
de la proliferacion in vitro de células de hepatocarcinoma humano fue de 6 uM por 72h,
ademas, la adicidn de este acido gener6 una regulacion positiva de la expresién en la proteina
apoptotica Bax, lo que desencadeno la escision de las caspasas 3 y 9 causando la muerte
celular programada de origen mitocondrial [144]. En este orden de ideas, otra investigacion
relaciond la suplementacién con 4uM de &cido ursélico por 48 horas, con la inhibicién de la
familia de proteina antiapoptotica Bcl2, lo que implica el inicio de la apoptosis intrinseca, en
lineas celulares de cancer de colon [145]; del mismo modo en la linea celular maligna de
cancer de ovario A2780, la proliferacion celular se detuvo por la accion de la lactona del
acido ursolico presente en un extracto de frutos de Eucalyptus Camaldulensis [92]. Una
posible explicacion para la disparidad entre los resultados publicados y los encontrados en
nuestra investigacion, podria tener relacion con la fraccion no identificada de extracto de las
hojas de Eucalyptus Tereticornis, es decir, es probable que la fraccién no identificada
disminuya los efectos antiproliferativos y apoptéticos de los TPs presentes en el extracto, lo
que permite llevar a tiempos mas prolongados y a mayores concentraciones los tratamientos
en modelos in vitro sin comprometer la viabilidad celular.
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9. CONCLUSIONES
Hasta el momento, este es el primer estudio que involucra la evaluacién de la accién de
triterpenos pentaciclicos sobre la respuesta bioenergética en cultivos celulares de origen
animal.
Nuestros resultados sugieren que el proceso de diferenciacién celular parece tener un efecto
sobre la respuesta bioenergética en células 3T3-L1 y C2C12; la transicion fenotipica de
mioblastos y fibroblastos a miotubos y adipocitos respectivamente, genera un aumento en la
respiracion celular y en la dependencia metabdlica de la fosforilacion oxidativa, tal vez para
garantizar una alta produccion energética y asi suplir los gastos causados por la
especializacion celular. Ademas, el extracto de Eucalyptus tereticornis rico en triterpenos,
no presenta ninguna accion significativa sobre la respuesta bioenergética en miotubos y
adipocitos diferenciados.
Lo anterior implica que, comprender los efectos celulares de este extracto exige otros
estudios adicionales que se estan llevando a cabo en el marco de las otras componentes del
proyecto al cual pertenece esta investigacion. En particular el proyecto evalua, una posible
afectacion asociada a la carga energeética, es decir, la relacion entre las concentraciones de
ATP, AMP y ADP intracelular, ya que, este proceso celular podria activar la via de la proteina
quinasa dependiente de AMP (AMPK), ruta sefializadora que activa genes relacionados a la
biogénesis mitocondrial, ademas de la inhibicidn de la ruta metabdlica lipogénica.
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