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RESUMEN

La obesidad es un trastorno nutricional que representa un problema mundial que afecta a mas
de 650 millones de personas. La obesidad esta asociada con el desarrollo del estrés en el
reticulo (ERE) y la activacion de sus respuestas al estrés en tejidos metabdlicamente activos.
El ERE en el adipocito se produce como consecuencia de un exceso de acidos grasos y glucosa
afectando negativamente a la homeostasis funcional del RE. En los ultimos afios, el uso de
polifenoles para regular el ERE y revertir las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad
estd incrementando. Estudios de este grupo de investigacidn han comprobado que la mezcla
de extractos LC-HS es capaz de mejorar el perfil lipidico, los niveles de glucosa y la tolerancia,
disminuir la expresion de citocinas proinflamatorias, etc. Sin embargo, se desconoce si podrian

también modular el estrés metabdlico a través de la inhibicidon del ERE.

Por ello el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la mezcla polifendlica LC-
HS y sus metabolitos sobre el ERE y la apoptosis en adipocitos 3T3-L1 hipertréficos a través de
la determinacion de la expresidn y/o activacion de diversos marcadores de ERE. Se evalud la
expresion de pIRE1-a/IRE1-a, ATF6, PERK, CHOP y PARP debido que son las principales vias de
activacion de la UPR durante el ERE, en el caso de CHOP y PARP, por ser marcadores de
apoptosis durante el ERE. Finalmente, se comprobd si la modulacién en la expresion de estos
marcadores se traducia en cambios de la masa del RE en un modelo de adipocitos hipertréficos
inducidos por alta concentraciéon de glucosa. Se observé que el extracto y algunos metabolitos
ejercian una regulacidon negativa en la expresidon de estos marcadores y la masa del RE se
redujo significativamente. Por lo tanto, estos resultados abren nuevas vias para continuar la
investigacion del efecto de estos compuestos sobre las proteinas estudiadas y su implicacion
en las rutas metabdlicas, asi como nuevas posibilidades terapéuticas en el tratamiento de la

obesidad.

Palabras clave: 3T3-L1; apoptosis; estrés; obesidad; reticulo endoplasmico.
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ABSTRACT

Obesity is a nutritional disorder being a global problem that affects more than 650 million
people. Obesity is associated with the development of endoplasmic reticulum stress (ERE) and
the activation of responses to stress in metabolically active tissues. ERE in the adipocyte is
produced as a consequence of an excess of fatty acids and glucose, which affects the
functional homeostasis of the ER. In recent years, the use of polyphenols to regulate ERE and
reverse metabolic disorders associated with obesity is increasing. Studies by this group of
investigation have shown that the LC-HS extract mixture improves the lipid profile, glucose
levels and tolerance, reduces the expression of pro-inflammatory cytokines, etc. However, it

is unknown the if it could also modulate metabolic stress through ERE inhibition.

Therefore, the objective of the present work was to determine the effect of the LC-HS and
their metabolites on ERE and apoptosis in hypertrophic 3T3-L1 adipocytes through the
determination of the expression and / or activation of various ERE markers. The expression of
pIRE1-a / IRE1-a, ATF6, PERK, CHOP and PARP was evaluated because they are the main
activation pathways of UPR during ERE, in the case of CHOP and PARP, was because they are
markers of apoptosis during ERE. Finally, it was verified if these modulation in the expression
of markers translates into changes in ER mass in a model of hypertrophic adipocytes induced
by high glucose concentration. The extract and some metabolites exerted a negative
regulation in the expression of these markers and the mass of the ER was significantly reduced.
Therefore, these results can be used for the potential use of these compounds as modulators
of the proteins studied and their implication in the metabolic pathways as well as the effects

of these compounds in the amelioration of the obese condition.

Keywords: 3T3-L1; apoptosis; stress; obesity; endoplasmic reticulum.
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ABREVIATURAS

AMPK (proteina quinasa activada por AMP), ATF4 (factor de transcripcion activador 4), ATF6
(factor de transcripcion 6), BiP (proteina de uniéon a inmunoglobulina), CHOP (proteina
homoéloga C/EBP), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), DMSO (dimetilsulfoxido),
DXMT (dexametasona), elF2a (subunidad a del factor de iniciacidon de la traduccidn eucariota
2), ERAD (degradacion asociada al reticulo endoplasmatico), ERE (estrés en el reticulo
endoplasmatico), HS (Hibiscus sabdariffa), IBMX (3-isobutil-1-metilxantina), IL (interleucinas),
IRE1 (enzima que requiere inositol-1) JNK (quinasa c-Jun N-terminal), LC (Lippia citriodora),
MD1 (medio de diferenciacién 1), IRS (sustrato del receptor de insulina) MD2 (medio de
diferenciacién 2), MetS (sindrome metabdlico), NF-kB (factor nuclear kappa B), Nrf (factor
nuclear eritroide), OMS (Organizacién Mundial de la Salud), PARP (poli ADP-ribosa
polimerasas), PERK (proteina quinasa del RE de tipo R quinasa), PI3K (fosfatidilinositol 3-
quinasa), pIRE1 (IRE1 fosforilado), PBS (tampdn fosfato salino), PPAR-y (receptor gamma
activado por el proliferador de peroxisomas), Q (quercetina), QG (quercetina-3-glucurdénido),
RE (reticulo endoplasmatico), RNasa (dominio endoribonucleasa), ROS (especies reactivas de
oxigeno), SBF (suero bovino fetal), TLR4 (receptor 4 tipo Toll), TNF-a (factor de necrosis
tumoral alfa), TRAF2 (factor 2 asociado al receptor de TNFa), UPR (respuesta a proteinas

desplegadas), VB (verbascésido).
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INTRODUCCION

1. OBESIDAD Y SINDROME METABOLICO.

La obesidad es un trastorno nutricional que ocurre debido a una acumulacion excesiva de
grasa corporal en una situacién de desequilibrio entre la ingesta alimentaria y el gasto
energético, afectando negativamente a la salud [1]. La sobrealimentacién y la falta de

actividad fisica son las principales causas de este desequilibrio caldrico.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la prevalencia mundial de |la obesidad se ha
triplicado en los ultimos afios, llegando a mas de 650 millones de personas obesas en 2016 y

afecta a todos los origenes socioecondmicos y etnias.

La obesidad es un factor clave del sindrome metabdlico (MetS), un cuadro clinico que engloba
una serie de trastornos metabdlicos que incluyen disfuncién del tejido endotelial, aumento de
la masa del tejido adiposo, dislipidemia, hipertensién, aterosclerosis e insulinorresistencia [2-
4]. Todo ello contribuye el riesgo de padecer ciertas enfermedades como diabetes mellitus

tipo Il, complicaciones cardiovasculares y varios tipos de cancer [5].

2. ALTERACIONES METABOLICAS EN EL TEJIDO ADIPOSO.

El tejido adiposo es un tipo de tejido conectivo laxo compuesto por células llenas de lipidos
(adipocitos) rodeadas por una matriz de fibras de coldgeno, vasos sanguineos, fibroblastos y
células inmunes [6]. Los adipocitos son las células predominantes en el tejido adiposo [7] y su
funcién principal es acumular energia en forma de grasa, desempenando asi un papel
importante en el control del equilibrio energético y la homeostasis de los lipidos y la glucosa

[4].

Numerosos estudios evidencian que, en la obesidad, el tejido adiposo se ve afectado,
produciéndose un aumento del nimero de adipocitos (hiperplasia) y/o del tamafio de los
mismos (hipertrofia) [8]. Sin embargo, en la edad adulta, la capacidad para aumentar la masa
del tejido adiposo por hiperplasia es limitada, por lo que las complicaciones de la obesidad se

asocian en mayor medida a la hipertrofia de los adipocitos [9].

En la obesidad, la sobrecarga de nutrientes prolongada desencadena un estado de hipertrofia
en el adipocito acompafado con disfuncién mitocondrial que produce un aumento de

°
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especies reactivas de oxigeno (ROS) produciendo estrés oxidativo, hipoxia, estrés en el reticulo
endoplasmatico (ERE), aumento de la autofagia y apoptosis. Todo ello desencadena en una
desregulacién en la secrecién de adipoquinas proinflamatorias y dcidos grasos libres, llegando
a los tejidos metabdlicos y modificando las respuestas inflamatorias [10] (Figura 1). Estos
cambios generan una inflamacidn tisular crdnica de bajo grado donde las células del sistema
inmune innato produciendo citoquinas y otros factores proinflamatorios como, la proteina
quimiotactica de monocitos (MCP)-1, factor de necrosis tumoral (TNF)-a, interleucinas como,

(IL) -1, IL-6 e IL-8 que, son capaces de deteriorar la sefializacidn de la insulina [11-13].

M1 macrophage—_

@
Adi 3
ipocyte CD8* T cell ‘ 8
i@ —
/ Y, . .'
M2 macro';@ @ 5% — & W e -
— 1 W IFN-y* T cell 9
CD4+ T cell °
>/
Normal adipose tissue 9 Enlarged adipose tissue

] — 1
fAnti-inﬂammatory adipokines FFA

Pro-inflammatory adipokines
MCP-1+ Leptin . SAA
TNF-a. + Resistin « ASP
TGF-8 + PAI1 . Angiotensin
& & L1+ Visfatin
IL6 -+ RBP4
* Inflammation IL-18 + ANGPTL2

* Insulin resistance I

+ Dyslipidemia ¢

+ NAFLD

+ Other characteristics of the
metabolic syndrome

Adiponectin
SFRPS5 .' f

- IL-10

Figura 1: En la obesidad, el aumento del tejido adiposo conduce a una secrecion desregulada de adipocinas
proinflamatorias y a una mayor liberacidn de acidos grasos libres dirigiéndose a tejidos metabdlicos, incluidos el
musculo esquelético y el higado, modificando el metabolismo de la glucosa y los lipidos, contribuyendo a la

aparicion del sindrome metabdlico. Extraido de [10].

En ultima instancia, en el tejido adiposo se produce una desregulacion y disfuncién de la
capacidad de almacenamiento de grasa en el adipocito. La hipertrofia de los adipocitos
subcutaneos abdominales conlleva a que los lipidos pasen a almacenarse en tejidos como el

higado, los musculos, la zona intraabdominal o depdsitos adiposos viscerales [9].
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Dicha saturacion en la capacidad de almacenamiento de lipidos en el tejido adiposo y la
deposicion de grasa ectdpica prolongada junto con un microambiente proinflamatorio en el
tejido adiposo contribuye a la aparicidon de otras patologias como la resistencia a la insulina,
desencadenando en diabetes tipo 2, esteatohepatitis, enfermedades cardiovasculares y el

desarrollo de la inflamacidn crénica. [14-17].

3. ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMATICO.

El reticulo endoplasmatico (RE) es uno de los organulos mas grandes en las células eucariotas.
Es una red de tubulos ramificados y sacos aplanados interconectados a través de un espacio
cerrado llamado lumen del RE que esta separado del citosol por una bicapa lipidica
intracelular. Esta bicapa recibe el nombre de “membrana del RE” siendo un limite entre el
citosol y la luz del RE, gobernando el paso de moléculas entre estos dos compartimentos. La
region del RE mas cercana al aparato de Golgi, rica en vesiculas y tubulos, es el compartimento
intermedio ER-Golgi (ERGIC), donde los lipidos y las proteinas del lumen destinadas a la

superficie celular u otros organulos se transfieren y modifican bioquimicamente [18, 19].

El RE es un sitio importante de sintesis y transporte de proteinas a través de ribosomas, que
se encarga del plegamiento de proteinas [20], la sintesis de hormonas esteroideas, la
regulacién de la concentracidn de glucosa, la homeostasis del calcio y el metabolismo de los

lipidos [21].

En el RE, las chaperonas y diferentes enzimas presentan un papel esencial en el correcto
plegamiento de proteinas, en su secrecion y en la modificacién de proteinas transmembrana
después de la traduccion y en su maduracién [22]. Las proteinas recién sintetizadas deben
sufrir modificaciones postraduccionales y un correcto plegamiento en la luz del RE. Solo las
proteinas plegadas adecuadamente se dirigen al aparato de Golgi, nucleo y al citosol. En
cambio, las proteinas mal plegadas se dislocan del RE al citosol y se degradan por la
magquinaria de degradacidon asociada al RE (ERAD) o por autofagia. Sin embargo, hay ocasiones
en las que hay un desequilibrio en la homeostasis de proteinas, como una acumulacién de
proteinas mal plegadas, activando la respuesta a proteinas desplegadas (UPR),
desencadenando ERE. La via de la UPR regula la expresidon de numerosos genes manteniendo
la homeostasis en el RE o induciendo la apoptosis (Figura 2) [23]. En condiciones de ERE se ha

visto que el RE aumenta su masa debido a que necesita procesar una cantidad inusualmente
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grande de proteinas mal plegadas. Adema3s, las proteinas permanecen mas tiempo en el RE
antes de que se plieguen o degraden correctamente. Parece razonable que se necesite un RE
mas grande en estas circunstancias para acomodar cantidades mayores de proteinas del RE
[24]. Numerosos estudios realizados han demostrado que el ERE y la via de la UPR estan
estrechamente relacionados con la inflamacién en varias patologias humanas como trastornos
autoinmunes, infecciosos, neurodegenerativos y metabdlicos [25]. Durante obesidad se
produce un desequilibrio de los niveles de calcio en el RE, privacion de glucosa y energia e
hipoxia que, junto con el exceso de grasa, aumenta los niveles de ROS en el adipocito que

desencadena en un mal plegamiento de proteinas ocasionando ERE [26].

Oxidative stress
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Liotoxicity
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\/
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,"w.,o“"g oo ) kinase (c-JNK); Endoplasmic reticulum associated degradation (ERAD)

Figura 2: Mecanismos adaptativos y no adaptativos de sefalizaciéon de la UPR. En condiciones normales, la
activacion de la via de la UPR lleva a una disminucidn de la traduccidn de proteinas, a la degradaciéon de proteinas
mal plegadas (ERAD) y a la sintesis de chaperonas en el lumen del RE restableciendo asi la homeostasis del RE y
garantizando la supervivencia celular. Cuando se produce un ERE prolongado, se activan una serie de factores de
transcripcion como CHOP, JNK y caspasas y se inhibe la actividad de la proteina anti-apoptdtica Bcl-2 induciendo

la muerte de la célula por apoptosis. Extraido de [1].

3.1 Viade la UPR.

La via de la UPR consiste en una red reguladora que consta de tres cascadas de sefializacion
mediadas por tres componentes transmembrana, el factor de transcripcion 6 (ATF6), la
proteina quinasa del RE de tipo R quinasa (PERK) y la enzima que requiere inositol-1 (IRE)-1,
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que regulan la expresidn de diferentes genes para disminuir el ERE o inducir apoptosis [27].
En ausencia de ERE, la proteina de unién a inmunoglobulina (BiP), también referida como
GRP78, se encarga de mantener estas tres vias en su forma inactiva al unirse a los dominios

transmembrana de estas proteinas en el lumen (Figura 3) [28].

@.

Stressed ER lumen

(

e GRP78
GRP78 o

@,
Cytoplasm ) =TI xBP! mRNA
<IF2 ° (P) l Splicing
9 g
Protein ! L )

synthesis

1CHOP 1ER chaperones
1 GADD34 ERAD

Figura 3: ERE y activacion de las vias de sefalizaciéon de la UPR. La acumulacién de agregados proteicos mal
plegados o desplegados en el lumen del RE, que da como resultado ERE, conduce a la activacién de tres ramas

de sefializacién mediadas por proteinas transmembrana en el RE: PERK, IRE1 y ATF6. Adaptado de [29].

La cascada de sefializacion mas conservada de UPR es IRE1, una proteina transmembrana de
tipo | con un dominio Ser/Thr quinasa y un dominio endoribonucleasa (RNasa) en su porcion
citosélica. Cuando se libera el dominio luminal de IREla tras darse la disociacion con
GRP78/BiP, sufre una homo-oligomerizacion y trans-autofosforilacion dando como resultado
la activacion del dominio RNasa. Mediante su actividad RNasa, IRE1a es capaz de eliminar un
intron del ARNm del factor de transcripcidon XBP1 para generar una variante empalmada que
se llama sXBP1, que esta implicado en la activacion de genes que regulan el plegamiento y

trafico de proteinas en el RE, la biosintesis de fosfolipidos, la expansion de la membrana del
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RE y la via de la ERAD [30]. Ademads, durante el estrés celular se da una interacciéon de IREla-
XBP1 donde, IRE1la se une al factor 2 asociado al receptor de TNFa (TRAF2) en el citoplasma,
conduciendo a su fosforilacién y la activacidn del factor nuclear kappa B (NF-kB) y la quinasa

c-Jun N-terminal (JNK), dando lugar a seiales inflamatorias y pro-apoptéticas en la célula [29].

Otra cascada de sefalizacion de la UPR involucra a PERK, una proteina transmembrana de tipo
| con un dominio Ser/Thr quinasa en su porcidn citosdlica. Al igual que IRE1aq, tras la liberacién
de BiP en situaciones de ERE, PERK dimeriza y se trans-autofosforila. De esta manera, se activa
y fosforila el residuo Ser51 de la subunidad a del factor de iniciacion de la traduccién eucariota
2 (elF2a), el cual se inactiva llevando a una reduccién de la sintesis de proteinas. elF2a
también aumenta la expresion del factor de transcripcidn activador 4 (ATF4), el cual induce la
respuesta inflamatoria, ROS, autofagia y la activacidn de la proteina homdloga C/EBP (CHOP),
un factor de transcripcion que promueve el estrés oxidativo y la apoptosis [21]. Sin embargo,
ATF4 es capaz de activar las vias de supervivencia cuando el ERE se encuentra en una fase
temprana, solo cuando el ERE se ve prolongado en el tiempo, ATF4 inicia los programas
transcripcionales proapoptéticos aumentando la expresidon de CHOP [31]. PERK también juega
un papel importante en la deteccion de ROS siendo capaz de fosforilar el factor nuclear
eritroide 2 (Nrf2) que conlleva a la expresién de genes que codifican enzimas antioxidantes

[32].

La tercera via de sefalizacidon de la UPR es la mediada por ATF6. Este factor de transcripcion
es una proteina transmembrana de tipo Il de 90 kDa con un dominio N-terminal en el citosol
y un dominio C-terminal en el lumen del RE que es capaz de ejercer la respuesta adaptativa
gue se produce en la fase inicial de la UPR restableciendo la homeostasis del plegamiento de
proteinas. En situaciones de estrés, ATF6 es capaz de detectar cuando hay un plegamiento
incorrecto de las proteinas y se transloca al aparato de Golgi por la disociacion de GRP78/ BiP
del extremo N-terminal de ATF6. Posteriormente, se escinde en un fragmento citosélico de 50
kDa dirigiéndose al nucleo donde se une a los elementos de respuesta ATF / cAMP (CRE) y

regula la expresion de genes implicados en la ERAD como XBP1, CHOP y GRP78/BiP [33, 34].

3.2 Papel del ERE en la obesidad.

Diferentes estudios han comprobado que la obesidad esta asociada con el desarrollo del ERE

y la activacidén de sus respuestas al estrés en tejidos metabdlicamente activos. El ERE es el
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mecanismo central en la pérdida de la homeostasis energética [35]. En |la obesidad, el ERE en
el adipocito se produce principalmente como consecuencia de un estado de “sobrenutricion”
inducida por un exceso de acidos grasos y glucosa afectando negativamente a la homeostasis

funcional del RE [36, 37].

Existe un interés creciente en las contribuciones del ERE tanto en la inflamacién como en la
resistencia a la insulina ya que afecta a enfermedades metabdlicas, como la obesidad y la

diabetes tipo 1y tipo 2.

El ERE y la UPR estan estrechamente relacionados con las principales vias de sefalizacién
inflamatorias como la activacién de NF-kB. Se ha comprobado que NF-kB juega un papel
importante en la inflamacién de los adipocitos en modelos humanos y experimentales de
estrés metabdlico, siendo el principal factor de transcripcién en la inflamacién mediada por

estrés del RE [17].

Ademas se ha observado que el ERE conduce a la supresion de la sefializacion del receptor de
insulina a través de la hiperactivacion de JNK mediada por IRE1a que es capaz de producir la
inhibicién del sustrato del receptor de insulina (IRS) 1 y 2 contribuyendo a la aparicién de

enfermedades como la diabetes [1].

3.3 Papel de la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP) en obesidad.

Las poli (ADP-ribosa) polimerasas (PARP o ARTD), descritas originalmente como factores de
reparacion del ADN [38], son unas enzimas nucleares que catalizan la transferencia de
multiples moléculas de ADP-ribosa del dinucledtido de nicotinamida adenina (NAD +) a varias
proteinas, promoviendo la interaccion proteina-proteina y la modulacién de las funciones de
las proteinas. PARP-1, PARP-2 y PARP-7 estan relacionados con enfermedades metabdlicas
como la diabetes, siendo capaces de participar en la regulacién metabdlica modulando el
metabolismo de los lipidos, las oscilaciones circadianas y la secrecién y sefalizacidon de insulina

[39].

PARP-1 es el principal miembro de la superfamilia y es capaz de regular la expresién de genes
inflamatorios, como NF-kB, TNF-a, IL-1B, IL-6 y el receptor 4 tipo Toll (TLR4) [40] e interactuar

con numerosos factores de transcripcién como, por ejemplo, Nrfl y Nrf2 y la quinasa activada
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por AMP (AMPK) [41]. Se ha comprobado que la activacion de AMPK aumenta con la
activacion de PARP-1 fosforilandola [42].

PARP-1 también interviene en mecanismos de autofagia mediados por la via de AMPK/mTOR
gue es especialmente importante en los trastornos relacionados con el metabolismo que

conducen al MetS [43].

En la obesidad, cuando en el ERE la activacidn de la UPR se ve prolongada aumentan las vias
de seializacién apoptdticas y se produce la activacidn caspasas especificas de aspartato como
la caspasa-3. En estas condiciones el dafio producido en el ADN es extenso y se produce la
escision de PARP-1 de su forma completa de 114 kDa a un fragmento de 89 kDa especifico de
caspasa-3. Su escision se produce para que la energia se recupere para otras células en el
tejido a través de la apoptosis. Ademas, es una sefial de que la célula no puede hacer frente a
una lesién de saturacién del ADN, que surge de la fragmentacién de la cromatina derivada de
la apoptosis. PARP-1 se caracteriza por ayudar a las células a mantener su viabilidad, sin
embargo, cuando se produce su escision se da su pérdida de funcidon actuando asi como un

marcador de células que sufren apoptosis [44, 45].
4. MODELO DE OBESIDAD IN VITRO.

Para estudiar el proceso de la adipogénesis y la funcién de los adipocitos in vitro se utilizan
dos clases de modelos celulares principalmente. El primer grupo estd compuesto de
fibroblastos pluripotentes que son capaces de diferenciarse en varios tipos de células,
miocitos, condrocitos y adipocitos. El segundo grupo incluye preadipocitos similares a
fibroblastos que se diferencian en adipocitos. Esta segunda clase es la mas empleada para

llevar a cabo estudios de adipogénesis [7].

La linea celular de preadipocitos 3T3-L1 es una de las mas utilizadas, habiendo sido usada en
mas de 5000 articulos en estudios de adipogénesis y bioquimica de adipocitos [46]. En esta
linea celular se induce la diferenciacion de su fenotipo fibroblastico en adipocitos, mediante
mitégenos y agentes hormonales como la insulina, la dexametasona, que es un
glucocorticoide sintético, y agentes que conducen a un aumento de cAMP como la 3-isobutil-
1-metilxantina (IBMX). Estos agentes son capaces de inducir la expresion de factores de

transcripcion implicados en la diferenciacion del adipocito [47, 48].
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Cuando se incuban estas células en presencia de altas concentraciones de glucosa se induce
en los adipocitos un estado de hipertrofia y resistencia a la insulina[49]. Se ha demostrado que
en este modelo de hipertrofia inducido por alta glucosa se produce ERE y se activa la UPR
expresando marcadores propios del ERE como CHOP[50]. De esta forma, se presenta como un
modelo vdlido para el estudio de las alteraciones metabdlicas que tienen lugar en el tejido

adiposo obeso.

5. MODULACION DEL ERE MEDIANTE POLIFENOLES COMO ESTRATEGIA
TERAPEUTICA EN OBESIDAD.

Los polifenoles son metabolitos secundarios sintetizados exclusivamente por plantas que se
caracterizan por la presencia de grupos fenoles en sus estructuras, lo que les confiere

propiedades antioxidantes [51].

Los polifenoles pueden clasificarse en flavonoides y no flavonoides (Figura 4), o subdividirse
en muchas subclases dependiendo del nimero de unidades de fenol dentro de su estructura
molecular, grupos sustituyentes y / o el tipo de enlace entre las unidades de fenol [52].
Normalmente se presentan en su forma de glucésidos o agliconas y su diversidad estructural
surge de las variaciones en el patréon de hidroxilacién y el estado de oxidacién que dan como

resultado una amplia gama de compuestos [53].

l l l l l J

Figura 4: Clasificacion de los polifenoles en flavonoides y no-flavonoides.

Ademas de actuar como agentes antioxidantes, los polifenoles presentan multiples
propiedades polifarmacoldgicas beneficiosas como actividades antiinflamatorias,
antialérgicas, hepatoprotectoras, antitrombdticas, antivirales, anticancerigenas e incluso

antilipogénicas [54].
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Otros polifenoles han sido utilizados para regular el ERE, la inflamacién y la autofagia
mediadas por PARP1 como el hidrato de morina, un flavonoide aislado de Maclura pomifera,
Maclura tinctoria y de las hojas de Psidium guajava debido a su efecto antiinflamatorio, anti-

apoptotico y anti- autofagia [55].

Ademas de los polifenoles, otros compuestos naturales han sido dirigidos al ERE y la via de la
UPR, ya que son capaces de modular las vias de sefializacion de la insulina y el estrés oxidativo
e inflamatorio. Berberino, Bisoprolol y el acido alfa lipoico (ALA), son compuestos naturales

antioxidantes y capaces de eliminar de radicales libres e inhibir la via de la UPR [1].

ANTECEDENTES

Resultados anteriores del grupo de investigacion de acogida, han demostrado que algunos

polifenoles pueden revertir las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad.

El fenilpropanoide verbascésido (VB), compuesto mayoritario y principal metabolito
plasmatico de la Lippia citriodora (LC) [56], la quercetina (Q) y la quercetina-3-glucurdnido
(QG), flavonoles que han sido identificados como metabolitos plasmaticos tras la ingesta de
un extracto de Hibiscus sabdariffa (HS) en ratas [57] (Figura 5), son capaces de reducir la
acumulacién de triglicéridos y de revertir el estrés metabdlico en adipocitos 3T3-L1
hipertréficos y en ratones hiperlipidémicos a través de la modulacién de proteinas implicadas

en el metabolismo de los lipidos, como FASN y PPARYy, o la activacién de AMPK [58-60].

Estudios previos del grupo, junto con otros grupos de investigacién, demuestran que la
combinacion de estos dos extractos en la proporcién 65:35 (p/p) de LC-HS presenta un efecto
sinérgico beneficioso, comercializandose como un nutracéutico llamado Metabolaid. Ensayos
clinicos en voluntarios con sobrepeso y obesidad demostraron que el consumo diario de la
mezcla polifendlica de LC-HS es capaz de disminuir el peso corporal, el porcentaje de grasa

corporal, la frecuencia cardiaca y la presion arterial sistdlica [2, 61], asi como regular el apetito

[2].

Ademads, la mezcla de extractos LC-HS es capaz de mejorar el perfil lipidico, los niveles de
glucosay la tolerancia a la glucosa, reducir el aumento de peso corporal, disminuir la expresiéon
de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6 y la expresion de genes relacionados con la

adipogénesis, como C/EBPa, PPARy, SREBP1c y FASN en ratones obesos [62]. Sin embargo,
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hoy en dia se desconoce si estos compuestos podrian también modular el estrés metabdlico

a través de la inhibicion del ERE.

0

|
o O 1
Coon HO - ok
—
HO OH

on oH

Quercetina quercetina-3-glucurénido Verbascosido

Lippia citriodora

Figura 5: Estructuras quimicas del VB, Q, QG e imagen de la mezcla polifendlica LC-HS. Imagenes extraidas de

[62-65]

OBJETIVOS

De acuerdo con las evidencias cientificas anteriormente expuestas y la contribucién del ERE
en la patogénesis de la obesidad, se propone estudiar si los metabolitos de Lippia citriodora e
Hibiscus sabdariffa son capaces de reducir el estrés metabdlico asociado a la obesidad a través
de la inhibicion del ERE en el adipocito. Para abordar este objetivo general, se plantean los

siguientes objetivos especificos:

* Estudiar el efecto de la mezcla polifendlica LC-HS y sus metabolitos (VB, Q y QG) sobre
el ERE en adipocitos 3T3-L1 hipertroficos a través de la determinacion de la expresion
y/o activacion de diversos marcadores de ERE: las proteinas transmembrana de la via

de la UPR (IRE1a, PERK y ATF6) y el factor transcripcional proapoptotico CHOP.

* Evaluar el efecto de la mezcla polifendlica LC-HS y sus metabolitos en la inducciéon de
la apoptosis celular en adipocitos hipertréficos estudiando la escisién del marcador de

apoptosis PARP-1.
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* Determinar el efecto de la mezcla polifendlica LC-HS y sus metabolitos sobre la masa

del RE en adipocitos hipertréficos.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. MATERIALES.

La linea celular 3T3-L1 se adquirié de American Type Culture Collection (Manassas, VA, EEUU).
Los medios de cultivos DMEM, la mezcla de antibidticos (penicilina-estreptomicina) y tripsina
al 0.25% fueron comprados a Gibco (Grand Island, NY, EEUU). Dexametasona, 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX), insulina y dimetilsulféxido (DMSO) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia). El suero bovino fetal (SBF) y el suero de ternera se compraron a Fisher
Scientific (Utah, EEUU). El tampdn fosfato salino (PBS) se obtuvo de Biowest (Nuaillé, Francia).
El nutracéutico MetabolAid se compré a Monteloeder, S.L. (Elche, Alicante, Espana), el
verbascésido (VB) se obtuvo de Extrasynthese (Genay, Francia) y la quercetina (Q) vy
guercetina-3-glucurdénido (QG) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Barcelona, Espafia). Los
filtros de acetato de celulosa de 0,2 um para la esterilidad de compuestos y medios se
obtuvieron de GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, Reino Unido). Los anticuerpos
primarios utilizados, PARP (#9532), ATF-6 (#65880), CHOP (#2895), IRE 1-a (#3294), PERK
(#3192), fueron comprados a Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EEUU) y el anticuerpo
primario P-IRE 1-a (ab124945) se adquirié en Abcam (Cambridge, Reino Unido). El anticuerpo
de B-actina anti-ratén se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). Los anticuerpos
secundarios anti-rabbit-HRP (#A0545) y anti-mouse-HRP (#A9044) fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich (Barcelona, Espafia). El kit de ensayo de proteinas BCA Pierce (BCA-Pierce) se
comprd a Thermo Scientific (Massachusetts, EEUU). Las membranas utilizadas en la

trasferencia fueron adquiridas en Bio-Rad Laboratories, S.A. (Madrid, Espafia).

2. CULTIVO CELULAR.

La linea de preadipocitos 3T3-L1, mantenida con un nimero de pases bajos, se cultivd en

DMEM con bajo contenido en glucosa (5 mM) y piruvato sédico enriquecido con glutamina
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estable y complementado con suero de ternera al 10%, y estreptomicina y penicilina al 1%

(medio completo).

Las células se cultivaron y se dejaron crecer en frascos de cultivo con el medio completo y se
realizaron cambios de medio cada 2-3 dias. Una vez que las células llegaron a una confluencia
de un 70-80%, los preadipocitos se desprendieron de los frascos de cultivo con una disolucién
de tripsina al 0.25%. Se trabajé en condiciones de esterilidad durante la manipulacién de las
células utilizando una cabina de flujo laminar y una incubadora a 37°C con una atmodsfera

humidificada al 5% de CO2 y 95% de aire.

2.1 Diferenciacion de la linea celular 3T3-L1.

Los preadipocitos 3T3-L1 fueron diferenciados utilizando protocolos estdndar [60]. Se
sembraron los preadipocitos en placas de cultivo de 6 pocillos con medio completo y se
dejaron crecer hasta alcanzar la confluencia. A continuacidn, se indujo la diferenciacion de los
preadipocitos incubando con medio de diferenciaciéon 1 (MD1) durante 48 h. El MD1 contiene
DMEM con alta glucosa (25 mM) suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10% y agentes
adipogénicos como insulina 10 pug / ml, dexametasona 1 uM e IBMX 5 mM. Seguidamente, las
células se mantuvieron con medio de diferenciaciéon 2 (MD2), que contiene DMEM con alta
glucosa (25 mM) suplementado con SBF al 10% e insulina. El MD2 se cambid cada 2-3 dias
durante 8 dias, obteniendo asi adipocitos maduros. Para confirmar la induccién del ERE en
adipocitos hipertroéficos, se emplearon adipocitos maduros diferenciados con medio bajo en

glucosa (5 mM) como control.

2.2 Modelo de adipocitos hipertréficos 3T3-L1.

Tras la diferenciacidn celular y la obtencién de adipocitos maduros, se indujo ERE a través de
la incubacion de los adipocitos maduros con MD2 alto en glucosa (25mM) durante 9 dias,

hasta llegar al estado hipertroéfico celular, renovando el medio cada 2-3 dias.

Una vez obtenido el modelo de adipocitos hipertréficos se incubaron los compuestos durante
24 horas. Se prepararon a tres concentraciones diferentes para cada compuesto. El LC-HS se
prepard a 350 y 500 uM y VB, Q y QG a 50 y 100 uM. Los compuestos se disolvieron
previamente en DMSO, a concentraciones que no superaron el 0,5% de DMSO en las células,

y se filtraron a través de filtros de 0,2 um para su esterilidad.
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2.3 Cuantificacion por Western Blotting de PARP, ATF6, PERK, CHOP, IRE 1-a y P-
IRE 1-a.

Para cuantificar la expresidn de los diferentes marcadores del ERE y la apoptosis, se obtuvo el

extracto de proteina de los adipocitos hipertroficos tratados con LC-HS, VB, Q y QG.

Para la preparacion del extracto de proteina, los adipocitos se lisaron con un tampodn de lisis
RIPA (0.5 M Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton, 0.1% Sodium Dodecyl Sulphate, 1M
NaF, 1M NaszVOa, Roche, Complete mini. Sigma, #11836153001). Seguidamente, las muestras
se congelaron a -80° C, al menos 20 min y se centrifugaron a 4° C, 13.200 rpm durante 20 min

para eliminar los restos celulares.

La concentracion de proteina de los lisados celulares se cuantifico utilizando el método BCA-
Pierce siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se llevé a cabo la
electroforesis en geles de poliacrilamida Tris-Gly 10% para PERK, IRE1a y P-IRE1a, Tris-Gly 8%
para PARP, Tris-Gly 12% para ATF6 y CHOP, cargando 40 pug de proteina/gel. Las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa utilizando el sistema de transferencia Trans-Blot®
Turbo ™. Una vez realizada la transferencia, se bloquearon las membranas con leche o BSA al
5% en PBS-TWEEN al 0.1 % durante 1h a temperatura ambiente en agitacion. A continuacion,
se incubaron los anticuerpos primarios PARP (1:1000), ATF6 (1:1000), P-IRE1a (1:1000), IRE1a
(1:1000), CHOP (1:700), PERK (1:1000) toda la noche a 4 °C.

Seguidamente, se lavaron las membranas con PBS-TWEEN 0.1 % 3 veces, 5 min y se incubaron
los anticuerpos secundarios durante 3 h en agitacién. La deteccién de la seiial
quimioluminiscente se llevd a cabo empleando el sustrato SuperSignal West Femto Maximum
Sentivitiy (Thermo Scientific) y las membranas se analizaron en el sistema ChemiDoc (Bio-Rad,
Madrid, Espafia). Los niveles de proteina se cuantificaron por densitometria de banda
normalizando a la sefial de la B-actina. La forma activada de IRE 1-a (p IRE 1-a) se normalizé
con la expresion total de IRE 1-a y la escision de PARP-1 se hizo normalizando el fragmento
grande (89 kDa) producido por la escision de caspasas respecto a la longitud completa total
(116 kDa) y a su vez se normalizo frente a la B-actina usando el software Image Lab (Version

4.1, Bio-Rad).
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2.4 Cuantificacion de la masa del RE por ER-Tracker.

Para la cuantificacidon de la masa del RE de los adipocitos hipertréficos se utilizé la sonda
comercial ER-Tracker (Thermo Scientific). Es una tincion de células vivas que penetra en la
célula y es altamente selectiva para el RE. Este tinte consta del tinte verde fluorescente
BODIPY® TR y de glibenclamida. La glibenclamida (gliburida) se une a los receptores de

sulfonilurea de canales K + sensibles al adenosin trifosfato (ATP) que son prominentes en RE.

Cuando los adipocitos alcanzaron el estadio de hipertrofia, se incubaron los compuestos
durante 24 horas. Seguidamente, se retird el sobrenadante, se lavaron las células con PBS y
se agregd la sonda junto con una disolucién de Hoechst (Thermo Scientific), que es un
colorante fluorescente de ADN empleado para poder visualizar nucleos. Ambos tintes se
dejaron durante 30’ a 372C. Transcurrido ese tiempo se reemplazé la tincién con medio fresco
sin rojo fenol y se procedidé a cuantificar la masa del RE normalizando la masa respecto al
numero de nucleos usando el lector Cytation 3 (Biotek Instruments, Winooski, EE.UU)
excitando a 587nm y emitiendo a 615nm y se realizaron fotografias con objetivo de 20

aumentos.

3. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. Las diferencias entre dos o mas
grupos se comparan mediante métodos no paramétricos y se consideran estadisticamente
significativas cuando p <0,05. Los efectos estimulantes o inhibidores de los compuestos puros
en comparacién con los controles se analizaron mediante un test de ANOVA unidireccional
(one-way ANOVA) y el test de Tukey de comparaciones multiples, que compara las muestras
entre si y con el control. Los andlisis estadisticos realizados vy las representaciones graficas se
realizaron empleando el software GraphPad Prism 7 (GraphPad, San Diego, CA). * p <0.05, **
p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001 y ***** p <0.00001 indican diferencias
estadisticamente significativas frente al control tratado con alta concentracién de glucosa

(hipertrofia).
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RESULTADOS

Objetivo 1: Efecto de LC-HS y sus metabolitos sobre el ERE

Con el fin de estudiar el efecto de la mezcla de extractos LC-HS y sus metabolitos VB, Q y QG
sobre el ERE inducido por glucotoxicidad en adipocitos 3T3-L1 hipertréficos, se estudid la

activacién/expresion de marcadores del ERE (IRE1a, ATF6, PERK y CHOP).

Tras el tratamiento de adipocitos con LC-HS (350-500 uM), VB (50-100 uM), Q (50-100 uM) y
QG (50-100 uM) durante 24 horas, se determinaron los niveles de activacién de IRE1-a (Figura
6A), la expresion ATF6 (Figura 6B), PERK (6C), la expresién de CHOP (6D) mediante un analisis

por Western Blotting.

Se observé que LC-HS junto con los metabolitos disminuyeron significativamente la activacién
de IRE1-a observdndose asi, niveles inferiores de pIRE-a en todas las concentraciones
ensayadas respecto al control de adipocitos hipertréficos incubados en alta glucosa (Figura

6A).

Respecto a ATF6, la mezcla de extractos LC-HS junto con los metabolitos VB y QG
disminuyeron sus niveles de expresion. Sin embargo, la Q no ejercid ningun efecto sobre la

expresion de ATF6 respecto a los adipocitos hipertroficos (Figura 6B).

La mezcla polifendlica de extractos disminuye significativamente la expresién de PERK
respecto al control de adipocitos hipertréficos incubados en alta glucosa. Entre los
metabolitos de LC-HS evaluados, VB en todas las concentraciones ensayadas y la QG a 50uM

redujeron significativamente la respuesta de PERK (Figura 6C).

Por ultimo, los niveles de expresion de CHOP disminuyeron con la mezcla de extractos LC-HS,
y los metabolitos VB a ambas concentraciones y QG a 50uM, respecto al control de adipocitos

hipertréficos. Por el contrario, la Q aumenté los niveles de expresiéon de CHOP.
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Figura 6. Efecto de LC-HS y sus metabolitos sobre la activacidon y/o expresion de marcadores del ERE en
adipocitos hipertréficos 3T3-L1. Los adipocitos se incubaron con los compuestos durante 24 horas y se
determinaron los niveles de pIRE 1-a, IRE 1-a, ATF6, PERK, CHOP y B-actina mediante Western Blotting.

**(p<0,005), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias significativas respecto a los adipocitos

hipertroéficos.
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Objetivo 2: Efecto de LC-HS y sus metabolitos en la induccion de la apoptosis

celular en adipocitos hipertroéficos.

Para poder evaluar el efecto del extracto y sus metabolitos en la induccion de la apoptosis en
adipocitos hipertréficos se estudié la escisidon del marcador de apoptosis PARP-1. LC-HS, VB,
Q y QG se incubaron a las mismas concentraciones que el objetivo 1 durante 24 horas en
adipocitos hipertréficos 3T3-L1 inducidos con alta concentracidon de glucosa. El efecto sobre

la escision de PARP-1 se evalué mediante Western Blotting.

La glucotoxicidad inducida en adipocitos hipertréficos aumenté significativamente la escisién
de PARP-1 respecto a los adipocitos maduros (5 mM). Ademas, la incubacion con Q mostré un
aumento de la apoptosis estadisticamente significativa respecto a los adipocitos hipertroéficos.
Tanto el extracto como los metabolitos VB y QG presentaron menor porcentaje de escisién de
la proteina PARP-1 respecto al control de adipocitos hipertréficos, disminuyendo la apoptosis

en las células (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de LC-HS y sus metabolitos en la induccidn de la apoptosis celular en adipocitos hipertréficos
3T3-L1 mediante la escisién del marcador de apoptosis PARP-1. Los adipocitos se incubaron con los compuestos
durante 24 h y se determinaron los niveles de expresion de PARP-1 a 116KDa y 89KDa para poder determinar los

niveles de escisién de la proteina apoptédtica. Se normalizaron mediante la B-actina por Western Blotting.



**(p<0,005), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias significativas respecto a los adipocitos

hipertroéficos.
Obijetivo 3: Efecto del extracto y sus metabolitos sobre la masa del RE

Con el objetivo de determinar el efecto del extracto y sus metabolitos sobre la masa del RE se
trataron adipocitos hipertréficos 3T3-L1 con LC-HS, VB, Q y QG a las mismas concentraciones

que el objetivo 1 durante 24 horas.

La glucotoxicidad inducida en adipocitos hipertréficos mostré un aumento de la masa del RE
comparado con los adipocitos maduros. Respecto al extracto y sus metabolitos, LC-HS a
500uM y QG a 100uM disminuyeron de forma significativa la masa del RE en comparacion con
los adipocitos hipertréficos. Por el contrario, la Q a 100 uM indujo un aumento significativo

de la masa del RE (Figura 8B).
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Figura 8. Efecto de la mezcla de extractos LC-HS y sus metabolitos sobre la masa del RE en adipocitos hipertroéficos
3T3-L1 mediante el uso de la sonda fluorescente comercial ER-Tracker™ Red y normalizando respecto al nimero
de nucleos usando la tincion de acido nucleico Hoechst. **(p<0,005), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican

diferencias significativas respecto al control de adipocitos hipertroficos.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, se plantea que la mezcla LC-HS son capaces
de inhibir el ERE a través de la modulacion de las vias de la UPR e inhibe la apoptosis a través

de la modulacién directa o indirecta de PARP-1. Esta hipdtesis se recoge en la Figura 9.
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Figura 9. Efecto de la mezcla de extractos LC-HS en los marcadores de la UPR y en PARP-1 durante el ERE.

DISCUSION

La obesidad es uno de los principales problemas de salud publica a escala global, estando
asociada con una mayor incidencia de una serie de enfermedades como la diabetes, las

enfermedades cardiovasculares o el cancer [66].
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Actualmente, es necesario desarrollar y promover iniciativas de salud para abordar la
obesidad. A pesar de las restricciones caldricas a través de una dieta o al aumento del gasto
caldrico por medio del ejercicio fisico, muchos individuos presentan enormes dificultades para
perder peso y / o mejorar los parametros metabdlicos. Esto se debe a que el tejido adiposo
no se limita solo a almacenar energia, sino que, mediante la secrecién de adipoquinas y
hormonas relacionadas con el apetito, participa en la regulacién del mismo y en la gestion del
gasto energético [2]. Otra alteracion en la obesidad es la inflamacidn en el tejido adiposo como

consecuencia de una hiperglucemia sostenida, provocando mas dafio al tejido [67].

El RE es un organulo principal responsable del manejo de la energia y los nutrientes. Su
disfuncién se ha visto en el contexto de la obesidad y los trastornos metabdlicos relacionados.
El estrés y la disfuncidn crénica del RE es un factor clave en la obesidad y que contribuye a la
inflamacidn, la accion hormonal anormal y el metabolismo alterado de ciertos sustratos como
la glucosa en los tejidos metabdlicos, como el higado y los adipocitos [67]. Diferentes estudios
han comprobado que la modulacion del estrés del RE puede ser una estrategia terapéutica
para disminuir la inflamacién y la disfuncién adiposa en enfermedades como la obesidad y
diabetes [68]. Sin embargo, los enfoques terapéuticos para mejorar la adaptacién al RE y el
balance energético sistémico en la obesidad son limitados. Actualmente se buscan
compuestos que puedan ser de ayuda para controlar algunas de estas alteraciones
metabdlicas. Teniendo en cuenta la evidencia acumulada sobre los efectos de los polifenoles
en las alteraciones asociadas a la obesidad, se han disefiado algunos nutracéuticos
especificamente basados en extractos polifendlicos que pueden ayudar a combatir la
obesidad [2]. La mayoria de los polifenoles vegetales actian como antioxidantes, pero
recientemente se ha comprobado que estos compuestos son capaces de actuar como
moléculas de sefalizacién en el RE y en las vias enzimaticas involucradas en el equilibrio

energético [55].

Estudios anteriores han comprobado que la mezcla polifenélica LC-HS junto con los
metabolitos VB, Q y QG es capaz de revertir alteraciones producidas durante la obesidad,

ampliamente demostrado en modelos celulares, animales e incluso en humanos [2, 58, 60].

Para el estudio del efecto de estos compuestos polifendlicos en la obesidad es necesario un

modelo celular hipertréfico que exhibe un estado de inflamacion, estrés oxidativo y resistencia
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a la insulina caracteristico del tejido adiposo en la obesidad [49]. Se ha comprobado que
cuando los adipocitos 3T3-L1 se exponen a niveles elevados de glucosa hasta inducir la
hipertrofia, se produce un estado de glucotoxicidad en las células provocando un aumento de
marcadores del ERE [50] asi como un aumento de la apoptosis [69]. De esta forma, se presenta
como un modelo valido para el estudio de las alteraciones metabdlicas que tienen lugar en el

tejido adiposo obeso.

En este estudio se observd el papel modulador de la mezcla polifenélica LC-HS a 350-500 uM
en el ERE, fue capaz de disminuir la expresidn de las tres vias principales de la UPR; IRE1, ATF6
y PERK junto con el marcador de apoptosis CHOP aguas abajo. Otros autores han demostrado
el papel modulador que los polifenoles pueden llegar a ejercer en la actividad del ERE, siendo

capaces de modular la expresion de marcadores involucrados en la via de la UPR [70].

Los adipocitos incubados con LC-HS mostraron una disminucidon de la activacidon de IRE1
debido a la inhibicién de la fosforilacion de IREla en los adipocitos estimulados con alta
glucosa. Ademas, se observé una correlacién positiva entre la disminucién de la expresion de
las vias de ATF6 y PERK con la regulacién negativa de CHOP, siendo las encargadas de regular
la expresién de CHOP durante el ERE en la UPR. Otros autores han informado dicha
correlacién, se ha demostrado que la activacion prolongada de la via PERK puede conducir a
la muerte celular producida por la sobreexpresion de ATF4 y la consiguiente induccidn de
CHOP [71] y que cuando se dan niveles mas bajos de expresion de ATF6, la expresion de CHOP

también se ve disminuida durante el ERE en pacientes que sufren obesidad [72].

LC-HS también mostré una disminucion en la escisién PARP-1, marcador de apoptosis. PARP-
1 se caracteriza por ayudar a las células a mantener su viabilidad. Sin embargo, cuando se
produce su escision se pierde su funcion y se facilita el desensamblaje celular sirviendo como
marcador de células que sufren apoptosis. Por lo que sila mezcla de extractos LC-HS es capaz
de reducir la expresiéon de PARP-1, es indicativo de que hay menos apoptosis, posiblemente
debido a que se esta revirtiendo el daio celular al reducir la actividad de marcadores propios
del ERE. Otros autores han informado el efecto de flavonoides en la inhibicion de PARP-1 en
concentraciones uM, postulandose como utiles agentes terapéuticos [73]. Esto pone de
manifiesto la utilidad de este extracto como modulador de la actividad de PARP-1 que, ademas
de ser un marcador de apoptosis es capaz de participar en la regulacion metabdlica
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modulando el metabolismo de los lipidos, la secrecidn y sefializacién de insulina e interactua
con numerosos factores de transcripcién metabdlicos como (NRF)-1 y NRF-2 [74] , las vias de

la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)-Akt-glucdgeno sintasa quinasa-3 (GSK3) y AMPK[42].

Finalmente, las alteraciones de la morfologia del RE asociadas con ERE se confirmaron, las
células demostraron expansion del RE después haber sido incubadas con altas
concentraciones de glucosa respecto a los adipocitos incubados en baja glucosa. Por el
contrario, las células 3T3-L1 hipertrdficas que habian sido incubadas con LC-HS a la
concentracion mas alta respecto al resto de condiciones, presentaron un menor porcentaje
de masa del RE. De esta forma, se pone de manifiesto nuevamente el papel de LC-HS en la

regulacién del RE bajo condiciones de estrés.

Los metabolitos VQ y QG presentaron un comportamiento similar al extracto LC-HS a lo largo
de todo el estudio. Ambos disminuyeron la expresion de los diferentes marcadores implicados
en el ERE y disminuyeron la apoptosis en las células ya que eran capaces de regular
negativamente la escision de PARP-1. Esto sugiere que estos dos metabolitos son los

principales responsables del efecto del extracto en la regulacién del ERE.

La Q unicamente disminuyd la activacion IRE1, regulando negativamente su expresion. Se
observé una induccién de la apoptosis a través de la sobreexpresion de marcadores
apoptéticos como CHOP y PARP-1 cuando los adipocitos hipertréficos se incubaron a
concentraciones de 25 mM de glucosa. Este resultado se correlaciond con un aumento de la
masa del RE, que se genera como una respuesta a un aumento de ERE, lo que pone de
manifiesto que la Q a concentraciones de 50-100 uM es capaz de inducir apoptosis a través
del aumento de ERE. Este efecto se ha observado con otros compuestos, como los marinos,
donde algunos extractos son capaces de inducir ROS, dafio en el ADN, activacién de caspasas

desencadenando en apoptosis en células tumorales [75].

Con todo ello, el extracto y sus metabolitos postulan como candidatos para continuar las
investigaciones en modelos animales representativos de obesidad y corroborar si su
capacidad para modular la via de la UPR en condiciones de ERE estd relacionada in vivo con la
reversion de las alteraciones metabdlicas de las patologias asociadas a la obesidad. Ademas,

se pone de manifiesto que tanto una disminucién como un aumento del ERE en una situacién
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de glucotoxicidad puede conducir a un restablecimiento de la homeostasis en el reticulo ante

una situacion de estrés metabdlico.

Dada la prevalencia y la naturaleza devastadora de las enfermedades en las que esta
involucrada la apoptosis inducida por estrés por RE, y el hecho de que muchas de estas
enfermedades se ven favorecidas por las tendencias cada vez mas prevalentes de aumento de
la longevidad, disminucion de la actividad fisica y la sobrenutricién. El avance en esta drea es
fundamental para lograr una comprensién mas global de este tema y optimizar el disefio de

nuevas estrategias terapéuticas.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se plantean las siguientes conclusiones:

1. La mezcla polifendlica de extractos LC-HS es capaz de revertir el estrés metabdlico
asociado a la glucotoxicidad y mejorar la viabilidad de los adipocitos a través de la

inhibicién de marcadores de la via de la UPR asociados al ERE.

2. Se propone que los principales metabolitos responsables del efecto inhibitorio de la
mezcla LC-HS son el VB y la QG. Sin embargo, si la Q participa en dicho efecto a una

menor concentracion requiere de futuras investigaciones.

3. La mezcla de extractos LC-HS, a través de VB y QG, reduce la masa del RE en
condiciones de ERE, lo cual podria venir determinado por la inhibiciéon de IRE1, que

inicia la expansién de la membrana del RE en condiciones de estrés.

4. Los resultados de este trabajo demuestran que la mezcla de LC-HS podria ser un buen
candidato para revertir las alteraciones propias de la obesidad a través de la reduccién

del ERE.
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