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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad que se ha convertido en un problema de salud
publica en paises desarrollados como en paises en desarrollo. En la poblacion
chilena, las cifras son alarmantes teniendo en cuenta la tltima Encuesta Nacional
de Salud 2016-17 (ENS), en donde se produjo un incremento en la tasa de
obesidad con respecto a la ultima ENS 2009-10. Actualmente, la incidencia de
esta enfermedad en la poblacién chilena es de alrededor de un 31.2%, lo cual

causa gran preocupacion debido a las comorbilidades asociadas a la obesidad.

Existen diferentes maneras de afrontar la obesidad, en una primera instancia se
opta generalmente por realizar un cambio en el estilo de vida de la persona,
llevando a cabo una alimentacion saludable y un aumento en la actividad fisica.
Sin embargo, esto no siempre se puede llevar a cabo, por lo cual existen
diferentes alternativas, como son los tratamientos farmacoldgicos, tanto para
tratar la obesidad en si como también, las comorbilidades asociadas. En esa
misma linea, otra estrategia terapéutica son las quirdrgicas asociadas a la cirugia
bariatrica, como son el Bypass Gastrico, la Gastrectomia Vertical y la Banda
Gastrica Ajustable, siendo las dos primeras las mas realizadas en nuestro pais

(Maluenda et al., 2012).

Dentro de estas alternativas dirigidas al tratamiento de la obesidad existe

también la suplementacion de comidas con &cidos grasos poliinsaturados
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(PUFASs) encontrados en aceites naturales, que han demostrado tener diversos
efectos beneficiosos en el contexto de la obesidad. Dentro de estos aceites se
encuentra el Aceite de Pinus koraiensis, que contiene alrededor de un 15% de
Acido Pinolénico, al cual se le han atribuido efectos benéficos en el metabolismo
lipidico de modelos murinos. Sin embargo, se desconoce el mecanismo

molecular por el cual este acido graso lleva a cabo su accion.

En Chile, el aceite de semilla de Pinus radiata posee alto porcentaje de Acido
Pinolénico en comparacion a otras pinaceas. Estudios han demostrado que la
suplementacion con este aceite natural en un modelo murino de obesidad
inducido por dieta, provoca una disminucion en la ganancia de peso e induce un
aumento en la expresiéon génica de PPARy y UCP1 en tejido adiposo blanco. Asi,
la presente propuesta plantea demostrar si el tratamiento con este aceite regula
la expresion de estas proteinas en un modelo in vitro de tejido adiposo. En este
contexto, se propone realizar un estudio proteémico por espectrometria de masa
asociado a cromatografia liquida para identificar las proteinas del tejido adiposo

involucradas en este proceso.

Finalmente, se analizara la correlacion entre la expresion de proteinas reguladas
por el aceite de semilla de Pinus radiata con la disminucion de peso observada

in vivo bajo este tratamiento.
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INTRODUCCION

1.1. Generalidades de la obesidad

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacién anormal o
excesiva de grasa, producto de un desequilibrio entre la ingesta de alimentos y
el gasto energético de una persona, que puede ser perjudicial para la salud (FAO
& OPS, 2017). Esta es una enfermedad multifactorial y poligénica que se ha
convertido en un problema de salud publica tanto en paises desarrollados como

en paises en desarrollo (Macedo y Calder, 2018).

Segun las ultimas cifras, 24 paises de América Latina y el Caribe presentan una
proporcion de personas obesas en valores cercanos o superiores al 20% de la
poblacién. En Chile, segun la dltima Encuesta Nacional de Salud (ENS) se
determind que alrededor del 74% de la poblacién se encuentra con problemas
peso, donde un 39.8% corresponde a personas con sobrepeso, 31.2% a
personas obesas y 3.2% a personas con obesidad morbida, siendo la obesidad
la cifra mas alarmante debido a su aumento respecto a la ultima ENS realizada
el afio 2009-10. Es por esto que Chile es uno de los paises con mayor tasa de

obesidad en América Latina (ENS, 2017).

Es importante recalcar que las personas con obesidad significan un gran gasto

econdémico para el estado de Chile, teniendo en cuenta las estimaciones



realizadas por Cuadrado y colaboradores en 2016, quienes concluyeron que en
el periodo 2010-2030 los costos promedios ascienden a 455 mil millones de
pesos anuales del gasto total en salud, los cuales son atribuibles a costos
directos para el tratamiento de la obesidad y de enfermedades cardiovasculares
asociadas a esta. Esto implica que el 2.4% del gasto total en salud del afio 2016
podria aumentar a un 3.9% en el afio 2030. Esta estimacion es sin contar los
costos indirectos producto de la obesidad en términos de pérdidas de
productividad. Ademas de eso, se estima que alrededor de 14.780 personas

mueren al afio producto del sobrepeso y la obesidad (Cuadrado, 2016).

Las personas con obesidad tienen un mayor riesgo de desarrollar diferentes
comorbilidades, como lo son enfermedades cardiovasculares, trastornos
gastrointestinales, diabetes mellitus tipo 2 (DMZ2), trastornos articulares y
musculares, hipertension, problemas respiratorios e incluso problemas
psicolégicos. Todo esto se asocia con muchos desordenes metabdlicos que
afectan a distintos 6rganos como son el pancreas, el higado, el intestino, entre
otros. (Fruh S. M., 2017; Cefalu WT, 2015). Ademas, se pueden desarrollar otras
patologias como la desregulacion metabdlica del tejido adiposo, del higado y del
musculo esquelético, conduciendo a distintos problemas de salud, como la
resistencia a la insulina, la aterosclerosis, el sindrome metabdlico, entre otras
enfermedades que son las principales causas de morbilidad en personas obesas

(Rina Yu et al., 2012).



Es de gran importancia en este sentido, el papel que juega el tejido adiposo como
un regulador clave del balance energético y del almacenamiento de lipidos,
ademas de la gran sintesis de productos endocrinos que podrian estar
relacionados directamente con las patologias asociadas a la obesidad. Dentro
del tejido adiposo se pueden diferenciar dos tipos: el tejido adiposo blanco, que
es importante en la reserva de energia, y el tejido adiposo pardo, que acumula
lipidos para termogénesis inducida por frio. La funcién endocrina del tejido
adiposo y su capacidad de almacenar lipidos esta estrechamente relacionada
con la localizacion de los depdsitos de grasa y la morfologia de los adipocitos.
En este sentido, los adipocitos epiploicos Yy mesentéricos son
endocrinolégicamente mas activos que los adipocitos ubicados en el tejido
adiposo subcutaneo. En el marco de la obesidad, a medida que una persona
desarrolla sobrepeso producto de un estilo de vida obesogénico, el tejido adiposo
se vuelve disfuncional y son los adipocitos viscerales los que se ven mayormente

afectados (Sharma y Staels, 2007, Wajchenberg et al. 2000, Lewis et al. 2002).

Dentro de las adipoquinas secretadas por el tejido adiposo encontramos la
leptina y la adiponectina, que estan directamente relacionadas con la regulacion
de la sensibilidad a la insulina en todo el cuerpo. Es por esto que una
desregulacion en el tejido adiposo podria llevar al desarrollo de resistencia a la
insulina y sindrome metabdlico (Christodoulides y Vidal-Puig, 2009). Es
necesario poner énfasis en la leptina, la cual es una hormona de naturaleza
peptidica que es secretada a la sangre por diferentes estructuras y érganos,
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dentro de los cuales se puede recalcar el tejido adiposo blanco, siendo a nivel
del tejido adiposo subcutaneo donde resulta mayor la produccion de leptina
(Kershaw et al., 2004). Los adipocitos secretan leptina en proporcion directa a la
masa de tejido adiposo. Esta hormona, junto con otras moléculas regulatorias
tienen un rol central en el control del apetito y peso corporal, induciendo factores
anorexigenos y suprimiendo neuropéptidos orexigenos en el hipotalamo

(Gonzélez et al., 2010; Vera et al., 2018).

Por otro lado, el musculo esquelético podria tener un papel importante en la
prediccion de la sensibilidad a la insulina, debido a la capacidad oxidativa
muscular, especificamente en la capacidad del masculo para oxidar acidos
grasos. Distintos grupos de investigadores han demostrado que el contenido y la
funciéon mitocondrial y la capacidad oxidativa se ven reducidas en personas
obesas con resistencia a la insulina, DM2 o ambas, por lo que esto podria jugar
un papel importante en el desarrollo de la resistencia a la insulina (Turcotte LP,

2008).

En el contexto de la obesidad, se generan alteraciones en la morfologia de los
adipocitos y en la actividad metabdlica. Bajo estas condiciones, la obesidad esta
asociada a una infiltracion del tejido adiposo por parte de macréfagos, lo cual
conlleva a una disfuncién endocrina y metabdlica, que puede conducir a la
insulino resistencia y a enfermedades cardiovasculares (Sharmay Staels, 2007).

En este sentido, se produce un microambiente pro-inflamatorio en el tejido



adiposo, como se muestra en la Figura 1, el cual estaria relacionado con la
alteracion de su funcién metabdlica, por lo que habria un cambio en la secrecién
de citoquinas y hormonas que afectarian a los procesos de lipogénesis y lipolisis

(Lee BC, 2014).
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Figura 1. Infiltracion de las células del sistema inmune y de la sefalizacion
asociada a la inflamacion del tejido adiposo blanco en sujetos delgados y obesos

(Villarroya F. et al., 2018)

Los PPARs (Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales) son una

familia de receptores nucleares que unen ligandos naturales o sintéticos, dentro



de los cuales se incluyen los acidos grasos. Estos participan en la regulacion de
la expresion de genes especificos a través de un mecanismo que es comun a
los miembros de la superfamilia de receptores nucleares. La union del ligando a
PPAR resulta en la activacion de éste como factor transcripcional. El receptor
dimeriza y forma un heterodimero con el receptor X retinoide (RXR). El receptor
activado se une a secuencias de ADN especificas (PPAR Response Element;
PPRE) y promueve la transcripcion de genes determinados, como se
esquematiza en la Figura 2. Dentro de las isoformas que se conocen de este
receptor estan PPARa, PPARy y PPARPB/5, donde los 3 se encuentran
relacionados con el metabolismo lipidico. La activacion de PPARa estimula la
oxidacion de los acidos grasos en tejidos que se caracterizan por su alta
utilizaciéon de acidos grasos como sustratos energéticos. PPARRB/® regula la
expresion de genes implicados en el metabolismo lipidico y la homeostasis de la
glucosa, asi como la inflamacién (Vazquez-Carrera et al., 2016). Igualmente,
PPARy se encuentra altamente expresado en el tejido adiposo blanco, tejido
adiposo pardo, intestino grueso y macréfagos. Se describe que regula la
diferenciacion de las células precursoras de los adipocitos y favorece la
acumulacion de triglicéridos en el tejido adiposo blanco, por ende, se encuentra
asociado a la regulacion del metabolismo lipidico y de carbohidratos

(Christodoulides y Vidal-Puig, 2009; Uauy et al., 2000; Adams M., 1997).
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Figura 2. Mecanismo de accioén de PPAR (Christofides A. et al.,2021)

Por otro lado, las proteinas desacoplantes (Uncoupling Proteins; UCPSs) son
transportadores mitocondriales presentes en la membrana interna de las
mitocondrias. Se encuentran en todos los mamiferos y en las plantas.
Pertenecen a la familia de transportadores mitocondriales de aniones. El término
"proteina desacoplante" se us6 originalmente para la proteina UCP1, que esta
presente de manera Unica en las mitocondrias de los adipocitos en el tejido
adiposo pardo, las células termogénicas que mantienen la temperatura corporal.

En estas células, UCP1 actiia como un transportador de protones que puede ser



activado por acidos grasos libres. La activacion de UCP1 mejora la respiracion
mitocondrial al producirse un desacoplamiento de la cadena respiratoria
(Rousset S, 2004). En este contexto, a pesar de que anteriormente se creia que
el tejido adiposo pardo solo se encontraba en los recién nacidos, en los ultimos
afios se ha encontrado evidencia de que también se puede encontrar tejido
adiposo pardo activo en humanos adultos (Nedergaard, 2007). Se han realizado
diferentes investigaciones, en que se evidencia la existencia de agentes
“empardizantes” del tejido adiposo, lo cual estaria relacionado a la disminucion
de peso, menor resistencia a la insulina y mayor tolerancia a la glucosa (Cannon

and Nedergaard, 2009).

1.2. Tratamientos

Teniendo en cuenta que las personas obesas tienen un perfil lipidico
generalmente alterado, se hace énfasis en una primera instancia al tratamiento
no farmacolégico, que incluye una alimentacién sana, equilibrada y realizacion
de ejercicio fisico, es decir, un cambio en el estilo de vida. Sin embargo, a pesar
de que esto es lo mas recomendado, las personas no siempre pueden adaptarse
a estos cambios, por lo que muchas personas no siguen las recomendaciones y

fallan en el tratamiento.

Desde otro angulo, el tratamiento farmacologico es una alternativa para el
manejo de las multiples alteraciones clinicas que se producen en una persona
obesa. Al respecto, enfocado en mantener el perfil lipidico dentro de los
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pardmetros normales se tienen como alternativas a las Estatinas que, actuando
como inhibidores competitivos de la enzima HMG-CoA reductasa, son utiles para
el caso de sujetos con hipercolesterolemia. En este mismo sentido, también se
utiliza el Ezetimibe, molécula que actia como un inhibidor selectivo de la
absorcion intestinal de colesterol. Otra alternativa es el uso de las resinas de
intercambio iénico (Ej. Colesevelam), que forman complejos insolubles con los
acidos biliares en el lumen intestinal, disminuyendo su circulacion enterohepéatica
y, con ello, incrementando la conversién de colesterol a acidos biliares a nivel
hepatico, favoreciendo la disminucion de colesterol a nivel circulatorio. Por su
parte estan los inhibidores de la PCSK-9, anticuerpos monoclonales que inhiben
la funcion de esta enzimay evitan la degradacion intracelular del receptor de LDL

(LDLR) (MINSAL, 2018).

En el caso de una hipertrigliceridemia se utilizan estatinas, ya que se ha
demostrado que pueden reducir los triglicéridos en un 30%. Los Fibratos, que es
otra familia de medicamentos, actuan como agonistas de PPARa aumentando la
expresion de Lipoproteinlipasa (LpL) y reduciendo la sintesis de apo C-lll, lo que
favorece la hidrdlisis vascular de triglicéridos (Arteaga A MA et al., 2016). Los
acidos Grasos omega-3, también son utilizados para el tratamiento de la
hipertrigliceridemia, aunque su mecanismo de accidbn es mas heterogéneo

actuando por diferentes vias moleculares (Reiner Z et al., 2011)



El tratamiento farmacolégico también puede estar asociado directamente a la
disminucién de peso, para lo cual existen una variedad de farmacos como:
Orlistat, que actia como un inhibidor de la lipasa gastrica y pancreatica,
disminuyendo hasta en un 30% la absorcion de grasas; Fentermina, que actia
como un supresor del apetito a nivel del sistema nervioso central; Lorcaserina,
gue actia como agonista selectivo del receptor de serotonina 2C (5-HT2C), el
cual reduce el peso corporal al provocar sensacion de saciedad y por ende,
reduccion en la ingesta de alimentos (Kang y Park, 2012). Estos son algunos
farmacos que se utilizan para tratar la obesidad a largo y corto plazo, sin
embargo, la farmacoterapia ha estado llena de contratiempos y dilemas
asociados a la seguridad, eficacia, abuso y efectos adversos que estos pueden
provocar (Alvarez V., 2012). No obstante, existen otras terapias como es la
suplementacién de las comidas con acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), los
cuales se ha demostrado que mejoran la sensibilidad a la insulina, reducen los
triglicéridos e incrementan el colesterol HDL en el plasma (Zhao et al., 2004). Se
ha establecido que los PUFAs son agonistas de PPARa y que seria la activacion
de este receptor nuclear lo que tendria como efecto el incremento de la oxidacién

lipidica tisular y una disminucion de la sintesis de lipidos (Rina Yu et al., 2012).

1.3. Tratamiento alternativo: Aceite de Pino

Existen diversos aceites naturales comestibles, los cuales son abundantes en

PUFAs, entre los cuales encontramos el aceite de girasol, aceite de soja, aceite
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de linaza, aceite de pino, entre otros. Cobra importancia en este caso el aceite
obtenido de la semilla del Pinus koraiensis (Pinus nut oil; PNO), el cual contiene
diversos acidos grasos, dentro de los cuales se encuentra el acido pinolénico
(PNLA) en hasta un 15% (Park et al., 2013). Diversos estudios han demostrado
gue el aceite de la semilla de Pino coreano posee efectos beneficiosos en el
metabolismo lipidico, disminuyendo los niveles de triglicéridos y colesterol en la
sangre, disminuye la ganancia de peso, ayuda en el control del apetito y en
algunas enfermedades como la hipertensién, la esteatosis hepatica, la

aterogénesis y la DM2 (Rina Yu et al., 2012).

Dentro de estos estudios esté el de Phasman (Phasman et al. 2008), en el cual
se compar6 la secrecién in vitro inducida por diferentes &cidos grasos de
Colecistoquinina (CCK), en particular CCK-8, en células SCT-1 que es un modelo
de células secretoras intestinales. Se observé que comparativamente el aceite
de semilla de pino coreano inducia una fuerte secrecibn de CCK-8 frente al
efecto observado por otros acidos grasos. En este mismo estudio, también se
evaluo el efecto de la ingesta de una capsula de 3g de aceite de semilla de pino
coreano en 18 mujeres en edad post menopausica con sobrepeso. Los
resultados indicaron que la secrecion de CCK y GLP-1 se vieron aumentadas en
comparacion a los placebos de aceite de oliva. Asi, este estudio sugiere que el
consumo de aceite de semilla de pino coreano puede funcionar como un
supresor del apetito al aumentar hormonas que provocan saciedad y reducir las
ganas de comer. Es importante recalcar que la CCK es una hormona producida

11



por el duodeno que se encarga de suprimir el apetito en repuesta a los acidos
grasos o proteinas. Asi mismo, GLP-1 es producida por el ileon y también
funciona como un supresor del apetito en repuesta a acidos grasos y

carbohidratos (Phasman et al. 2008; Halford et al., 2008)

Dentro de otros estudios realizados acerca de los efectos in vivo del aceite de
pino coreano, se puede mencionar el realizado por Rina Yu, que determiné que
con una dieta alta en grasas (High Fat Diet; HFD) suplementado con un 30% de
PNO se ganaba significativamente menos peso que con una dieta similar
suplementada con un 30% de aceite de soja (Rina Yu et al., 2012). En el mismo
estudio se demostr6 que bajo la dieta HFD-PNO la acumulacion de triglicéridos
en el tejido intramuscular era significativamente menor que en una HFD con
aceite de soja. Teniendo en cuenta que la Unica gran diferencia entre la
composicién del aceite de soja y el aceite de pino es que este ultimo contiene un
15% de &cido de pinolénico, se sugiere que este acido graso seria el responsable

de los efectos metabdlicos observados en este modelo.

Por otra parte, se determiné que el PNO alteraba la oxidacion de los acidos
grasos en el masculo esquelético de ratones bajo una HFD, observando una
regulacion positiva de ciertos genes involucrados en el metabolismo oxidativo de
los &cidos grasos, en el transporte de acyl-CoA a las mitocondrias y en la B-
oxidacion de acidos grasos en la mitocondria, entre ellos: ppara, cptlb (Carnitine

Palmitoyltransferase 1b), cpt2 (Carnitine Palmitoyltransferase 2), acadm (Acyl-
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CoA Dehydrogenase Medium Chain) y acadl (Acyl-CoA Dehydrogenase Long
Chain), sugiriendo que la reduccion de la acumulacion de grasa intramuscular
asociada a PNO provoca una mayor oxidacion de acidos grasos y una mayor
biogénesis y funciéon mitocondrial en el musculo esquelético (Rina Yu et al.,

2012).

Los antecedentes en el mismo estudio sugieren que PNO podria regular de
manera positiva la expresion génica de ucpl (Rina Yu et al., 2012) el cual, como
se menciond previamente, es un gen que codifica para una proteina clave en el
proceso de termogénesis, con el que se puede disipar la energia quimica en
forma de calor (Cannon and Nedergaard, 2004). De igual manera hubo
evidencias que PNO podia regular de manera positiva la transcripcion de
PPARa/d y su co-activador PGC-1a, los cuales estan involucrados en el
metabolismo oxidativo tanto en el masculo esquelético como en el tejido adiposo

pardo (Rina Yu et al., 2012).

1.4. Antecedentes con Aceite de semilla de Pinus radiata

Es importante mencionar el estudio realizado en el marco del proyecto FONDEF
D 11i1067, donde se analizo in vivo la modificacion de la ganancia de peso en
un modelo murino de obesidad inducido por una dieta alta en grasas, utilizando

un suplemento a base de semillas de Pinus radiata (SupD) y comparandolo con
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el suplemento comercial Pinnothin® a base de aceite de pino coreano. Los
resultados fueron totalmente favorables hacia el SupD, observando una
disminucién mayor en la ganancia de peso, disminucion de IMC y disminucién
en el porcentaje de tejido adiposo visceral en comparacion con el suplemento
Pinnothin®, ademas de asociarse a una mayor tolerancia a la glucosa y

respuesta sistémica a la insulina (Becerra, 2015).

A partir de este mismo estudio, se determind que la administracion de una dieta
enriquecida con SupD, incrementd la expresion génica de pparg y ucpl en el
tejido adiposo blanco. Ademas, al analizar la dispersion de tamafio de los
adipocitos, se observd una alta frecuencia de adipocitos de menor tamafio en
comparacioén con los controles, agrupandose en nichos de adipocitos pequefios,
lo cual estaria relacionado a la disminucion de la masa de parches adipocitarios.
De igual manera, se determind que el suplemento SupD ejerceria un efecto
positivo sobre la proliferacién y diferenciacién de preadipocitos residentes en el
tejido adiposo blanco, al encontrar marcajes especificos en estos nichos de
adipocitos pequefios, esto debido a que el crecimiento hiperplasico puede
ejercer efectos metabodlicamente beneficiosos, en comparacion a los efectos de
un crecimiento hipertrofico de los adipocitos y la posterior insulinoresistencia
(Choe SS et al., 2016). En el contexto de la obesidad el ambiente que rodea a
los adipocitos es de tipo proinflamatorio, encontrandose una infiltracion celular
mayoritariamente polarizada hacia macrofagos M1(Lauterbach y Wunderlich,
2017). Sin embargo, en este estudio se pudo determinar que la infiltracion celular
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encontrada en el tejido adiposo era en mayor parte de macrofagos polarizados

hacia M2, es decir, con un perfil antiinflamatorio (Daniela Rojas et al., 2018).

Lo anteriormente descrito en este estudio, se correlaciona positivamente con el
enriquecimiento del tejido adiposo con PNLA tras la suplementacién oral cronica,
acido graso al cual se le atribuyen los efectos benéficos de este aceite. Lo cual
también fue descrito en la tesis de pregrado de Alexander Orellana, donde se
logré identificar el enriquecimiento in vivo con PNLA del tejido adiposo visceral y
subcutaneo, higado, musculo esquelético y duodeno, desde animales bajo dieta
suplementada con SupD (Orellana, 2021). Estos antecedentes permiten sugerir
que la presencia de PNLA en el tejido adiposo podria estar relacionada a los
efectos metabdlicos anteriormente descritos que ocurren con la administracién

del SupD.

En base a toda esta informacion, resulta interesante estudiar si el aceite extraido
desde semillas de Pinus radiata, especie arbOrea altamente distribuida en
nuestra zona, estimula mecanismos de regulacion similares a los descritos para
Pinus koraiensis; Determinar qué rutas del metabolismo se ven reguladas con la
ingesta de este aceite; comparar y cuantificar, mediante analisis prote6mico el
tejido adiposo; qué proteinas participan en el mecanismo de accion del aceite de
Pinus radiata. Bajo esta misma perspectiva, analizar si el aumento de la
expresion génica de PPARYy, Leptinay UCP1 se ve reflejada en la expresion de

estas proteinas en tejido adiposo blanco.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

Se desconoce si la disminucion de peso asociada a la suplementacion dietaria
in vivo con aceite de semillas de Pinus radiata, en un modelo murino de obesidad
inducido por dieta, se correlaciona con la modificacién del patrén de expresion
proteica de PPARy, UCP1 y Leptina en tejido adiposo blanco y si este efecto es

mediado por Acido pinolénico.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es la disminucién de peso observada en un modelo murino de obesidad
inducida por dieta bajo una suplementacion dietaria con aceite de semillas de
Pinus radiata, producida por una modificacion de la expresion proteica de
PPARYy, UCP1, Leptina u otras proteinas en tejido adiposo mediado por Acido

pinolénico?
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HIPOTESIS

La suplementacion oral cronica con aceite de semillas de Pinus radiata induce
un aumento en la expresion proteica de PPARy, UCP1, Leptina u otras proteinas
en tejido adiposo blanco mediada por Acido pinolénico, lo que se correlaciona
positivamente con la disminucion de peso observada en un modelo murino de

obesidad inducida por dieta.
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OBJETIVO GENERAL

Correlacionar el efecto de disminucion de peso observado en un modelo murino
de obesidad inducido por dieta suplementado con aceite a base de semilla de
Pinus radiata, con los mecanismos asociados a la modificacién del patron de
expresion proteica de PPARy, UCP1 y Leptina en tejido adiposo blanco

mediados por Acido pinolénico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir el proteoma de adipocitos suplementados con aceite de semillas de

Pinus radiata y Acido pinolénico.

2. Comparar los patrones de expresion proteica in vivo de PPARy, UCP1 y

Leptina desde adipocitos suplementados con aceite de semillas de Pinus radiata.

3. Correlacionar los patrones de expresion proteica con parametros

antropometricos.
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MATERIALES Y METODOS

7.1. Tejidos murinos

Se utilizara tejido adiposo obtenidos en el marco del Proyecto FONDEF
D11i1067 “Obtencion de un extracto lipidico con actividad inhibidora del apetito
a partir de semillas de gimnospermas introducidas”, almacenado a -80°C
obtenidos previamente mediante la diseccién de ratones hembra C57BL/6 (n =
35) obesas que fueron alimentadas con una dieta alta en grasa (HFD)
suplementada por 4 meses con:

- Grupo 1 (n = 7): sin suplemento.

- Grupo 2 (n =7): 15% p/p de aceite de Glycine max (soya).

- Grupo 3 (n =7): 15% p/p de aceite de semilla de Pinus koraiensis (Pinnothin®).
- Grupo 4 (n =7): 15% p/p de aceite de semilla de Pinus radiata.

- Grupo 5 (n = 7): 15% p/p de Suplemento D.

7.2. Cultivo y diferenciacion de células 3T3-L1

La 3T3-L1 es una linea celular murina que se utiliza ampliamente
en la investigacion biolégica del tejido adiposo. Las células 3T3-L1 tienen una
morfologia similar a la de los fibroblastos, pero, en condiciones apropiadas, las
células se diferencian en un fenotipo similar al de los adipocitos. A este respecto,

se utilizara el protocolo de diferenciacion propuesto por U545-Institut de Lille,
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Francia. En primer lugar, se expandira el clon celular plagueando las células 3T3-
L1 en DMEM con 10% de Calf Serum (Pan Biotech GMBH). Luego se realizara
la diferenciacion, se plaquearan las células en DMEM con 10% Fetal Calf Serum
(Pan Biotech GMBH), se esperara que las células estén confluentes, posterior a
2 dias después de la confluencia se cultivaran 2 dias en presencia del cocktail
de diferenciacion (1uM Dexametasona, 0.5 uM IBMX, 5 pg/mL Insulina) y se
reemplazara el medio por otro suplementado con insulina 5 pug/mL y 1uM
Rosiglitazona. Al cabo de 2 dias se reemplazara el medio por otro suplementado
solamente con 1pM Rosiglitazona. Finalmente, se esperard 2 dias y se

reemplazara el medio por otro suplementado con 1uM Rosiglitazona.

7.3. Purificacion de proteinas

Se utilizaran los tejidos adiposos obtenidos en el marco del Proyecto
FONDEF D11i1067 “Obtencion de un extracto lipidico con actividad inhibidora
del apetito a partir de semillas de gimnospermas introducidas”. Se aislaran
proteinas usando el protocolo TRI (Sigma Aldrich, Niumero Catalogo: T9424).
Brevemente, 50-100 mg de tejido seran homogenizados en 0,5 mL de TRI en
tubos Precellys CK14 Lysing Kit, utilizando 3 ciclos de 20 segundos a 6800 RPM,
con pausas de 30 segundos. Posterior a esto, se centrifugara la mezcla obtenida
a 12000 RPM por 10 minutos a 4°C, se eliminara la capa de grasa insoluble y se

aislara el sobrenadante dejando reposar por 5 minutos a temperatura ambiente.
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Seguido, se agregaran 100 pL de cloroformo, agitando durante 15 segundos y
dejando reposar a temperatura ambiente por 15 minutos. Finalmente, se
centrifugard a 12000 RPM durante 15 minutos a 4°C, obteniendo una mezcla
separada en 3 fases, donde se procedera a trabajar con la fase organica.
Posterior a esto se seguira el protocolo del reactivo TRI para “Protein Isolation”.
A la fase organica obtenida, se le agregaran 150 pL de etanol al 99%, agitando
durante 5 minutos y dejando reposar posteriormente durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se centrifugara a 2000 RPM durante 5 minutos a
4°C, y se guardara el sobrenadante en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Posterior a
esto, se precipitaran las proteinas resuspendiendo con 750 pL de isopropanol,
dejando reposar la solucién a temperatura ambiente por al menos 10 minutos.
La solucion resultante se centrifugara a 12000 RPM durante 10 minutos a 4°C,
descartando el sobrenadante. El pellet obtenido se lavard 3 veces,
resuspendiendo con 1 mL de cloruro de guanidinio 0.3M/etanol 95%, dejando las
muestras 20 minutos en la solucién durante cada lavado. Posterior al lavado, se
centrifugard a 7500 RPM por 5 minutos a 4°C y se adicionara 1 mL de etanol al
99%, mezclando en vortex y dejando reposar por 20 minutos a temperatura
ambiente. Seguido, se centrifugara a 7500 RPM durante 5 minutos a 4°C y
retirara la mayor cantidad de etanol con micropipeta. Posteriormente, se secara
el pellet con Nitrdgeno y una vez seco se disolvera con 200 pL de SDS al 1%,

dejando en agitacion. Finalmente, se centrifugara la solucion a 10000 RPM por
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10 minutos a 4°C para eliminar cualquier material insoluble. El sobrenadante se

guardara a -20°C para posteriormente realizar westernblot.

7.4. Cuantificacion de proteinas

Se utilizara el protocolo Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific). Brevemente, 25 pL de diluciones de muestras 1:10 serdn mezclados
con 200 pL de reactivo de trabajo y dispuestos en pocillos de microplacas (BD
Falcon PRO-BIND™) y cuantificados a 562 nm en equipo lector de placas
(BioTek® Synergy™ 2). La concentracion de proteinas serd estimada por

interpolacién en curva de calibrado de BSA en el rango 20-2000 pg/mL.

7.5. Westernblot

7.5.1. Eletroforesis

En base al protocolo de westernblot del Grupo de Investigacién en
Funcion Endotelial de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion,
se procedera a preparar un gel de poliacrilamida al 12% v/v con pocillos de 1.5
mm. Este estara constituido de un gel separador, compuesto por agua destilada,
acril/bisacril (30%/80%), tris 1.5 M pH 8.8, SDS 10% p/v, PSA 20% p/vy TEMED;
y por un gel concentrador compuesto por agua destilada, acril/bisacril
(30%/80%), tris 0.5 M pH 6.8, SDS 10% pl/v, PSA 20% p/v y TEMED. Se
prepararan las muestras realizando las respectivas diluciones con SDS 1% p/vy

agregando tampon comercial de carga para proteinas (Tampon Laemmli 2X Bio-
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Rad) . Finalmente, se realizara la electroforesis en condiciones denaturantes a
100 mV por aproximadamente 100 minutos.

7.5.2. Transferencia

Se realizara la transferencia del gel en camara humeda a una membrana
de nitrocelulosa o PVDF, a 250 mA con un maximo de 100 mV por
aproximadamente 90 minutos.

7.5.3. Inmunodeteccion

Se realizara el blotting de la membrana haciendo uso de un anticuerpo
primario (anti PPARYy, anti UCP1 y anti leptina) diluido 1:1000 en BSA 1% p/v
PBS-Tween (0,05%); y un anticuerpo secundario (anti mouse) diluido 1:2000 en
PBS-Tween. Finalmente, se revelara haciendo uso del kit Pierce® ECL Western

Blotting Substrate (Prod # 32106) y del equipo LI-COR (Modelo: 3600).

7.6. Cuantificacion densitométrica de bandas

Para cuantificar las bandas entre los distintos westernblot, se hara uso del
software ImageJ para determinar el grado de sobreexpresion de las distintas

proteinas.

7.7. Anélisis Protedbmico

En este contexto, se realizard un flujo de trabajo Bottom Up, en el cual

basicamente se utilizara nuevamente el protocolo TRI (Sigma Aldrich, Numero

24



Catalogo: T9424) para la purificacion de proteinas. Posterior a esto se realizara
la separacion de las proteinas por medio un SDS-PAGE, siguiendo el protocolo
de westernblot del Grupo de Investigacion en Funcion Endotelial de la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Concepcion anteriormente descrito para la
electroforesis en gel de poliacrilamida. Luego se realizar4 una digestion de
proteinas desde el gel siguiendo el protocolo del kit In-Gel Tryptic Digestion

(Thermo Scientific™).

En primer lugar, se realiza una preparacion y decoloracion de la banda,
para lo cual se debera cortar la banda de proteina de interés, colocar en un tubo
receptor de 600 uL, agregar 200 uL de solucién decolorante (80 mg Bicarbonato
de amonio, 20 mL Acetonitrilo y 20 mL Agua ultrapura), incubar la muestra a
37°C durante 30 minutos con agitacién, retirar y desechar la solucién
decolorante, y repetir el proceso.

Posteriormente, se agregara 30 uL de buffer reductor (3.3 L TCEP, 30
uL Buffer de digestion) y se incubara a 60°C por 10 minutos. Luego, se
reemplazara el buffer reductor por el buffer de alquilacion (7uL Yodoacetamida
5X, 28 uL Buffer de digestion) y se incubara 1 hora a temperatura ambiente en
la oscuridad. Finalizado el tiempo, se retirara el buffer y se lavara dos veces la
muestra con 200 puL de solucidn decolorante a 37°C por 15 minutos. Finalmente,
se realizara el proceso de digestion, para lo cual se agregara a la muestra de gel
50 uL de acetonitrilo y se incubara por 15 minutos a temperatura ambiente.
Seguido a esto, se removera el acetonitrilo, se dejara secar el gel al aire por 5 a
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10 minutos e incubard con 10 pL de solucién de tripsina (cubriendo el gel
completamente) a temperatura ambiente por 15 minutos, para posteriormente
agregar 25 pL de buffer de digestion (10 mg Bicarbonato de amonio, 5 mL Agua
ultrapura) e incubar a 37°C por 4 horas o0 a 30°C durante la noche con agitacion.

Finalmente, la muestra sera separada por cromatografia liquida y
posterior a esto se realizara un andlisis MS/MS, con la finalidad de identificar las
proteinas de interés. La identificacion de estas se realizara interpretando los
resultados por bioinformatica, haciendo uso de las bases de datos de proteinas
ya secuenciadas. Por otra parte, se podra realizar un analisis SILAC con la
finalidad de analizar la expresién de proteinas frente a la suplementacion de

SupD.

7.8. Andlisis estadistico

Para la realizacion del andlisis estadistico se hard uso del software
GraphPad Prism.

Se analizaran diferencias intergrupos aplicando test ANOVA o Kruskal-
Walllis seguin evaluacién de normalidad.

Se evaluard la correlacion entre parametros antropométricos y
bioquimicos sanguineos, y el nivel de expresion de proteinas, utilizando una

correlacion no paramétrica de Spearman.
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JUSTIFICACION DE RECURSOS SOLICITADOS

10.1. Personal Técnico
Personas que ejercen funciones de caracter técnico permanente a la

investigacion durante la ejecucién del proyecto:

Horas de Meses de Remuneracion
Personal Técnico dedicacion dedicacion / Honorarios
Semana | Mes | Afilo 1 | Afio 2 m($)
Personal 1 40 160 11 6 6.000

Describa aqui las labores de cada personal técnico:

Personal 1- Tareas Apoyo en la realizacion de experimentos,
responsable del funcionamiento del laboratorio y de
los alumnos tesistas

10.2. Personal de Apoyo
Personas que ejercen funciones de apoyo permanente a las actividades

asociadas a la ejecucién del proyecto:

Horas de Meses de Remuneracion
Personal de Apoyo dedicacion dedicacion / Honorarios
Semana | Mes | Afio 1 | Afio 2 m($)
Personal 1 20 80 11 6 3.400

Describa aqui las labores de cada personal de apoyo:

Personal 1- Tareas: | Preparacion de reactivos y medios de cultivo,
encargado de los insumos del laboratorio.

10.3. Becas para Tesistas/Memoristas
Informe las tesis de pre y postgrado que pretende financiar a través del proyecto.
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Numero de tesistas a formar, justificar solicitud

Afo 1

2 Becas para alumnos tesistas de pregrado para la colaboracion
del desarrollo del proyecto

10.4. Viajes al extranjero
Por concepto de reuniones cientificas o congresos se financia como maximo un

viaje por afo.

Pasajes | Viaticos , N° L . .
Destino . Propésito del viaje
m($) m($) Dias
Asistencia a V
Congreso
Afo 1 1.200 500 Barcelona 2 Internacional de
Obesidad y
Enfermedades
10.5. Viajes nacionales
Pasajes | Viaticos : N° L -
Destino . Proposito del viaje
m($) m($) Dias
. _ Asistencia a XXIV
Afio 1 70 200 Santiago 3

Congreso Chileno de
Obesidad 2022
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10.6. Gastos de operaciéon general

Subitem

Fundamente solicitud

Afo

m($)

ARo

m($)

Materiales

Material fungible de
laboratorio (tales como
placas petri, tubos de
ensayo, frascos de cultivo,
pipetas seroldgicas
desechables, raspador de
células, placas de cultivo,
guantes de nitrilo, tubos
precellys, etc). Reactivos
para la realizacion y
mantencion de cultivos
celulares (medios de cultivo,
suero fetal bovino, agua libre
de nucleasas, etc.). Kits para
la extraccion, purificacion y
cuantificacion de proteinas
(Reactivo Trizol, BCA Protein
Assay Kit). Reactivos y
anticuerpos para la
realizacion de westernblot y
kits comerciales para realizar
analisis protedmico.

6500

6500

Capacitaciones

Inscripcién
seminarios,
congresos, talleres,
etc.

Publicaciones,
Propiedad Intelectual
e Industrial
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Material bibliografico
y suscripciones

Gastos en difusion

Softwares

Costos de garantias
de boletas, pdlizas y
pagarés

Reparacion y

Arriendo de Espectrémetro
de Masas acoplado a

arriendo de equinos Cromatografia Liquida en 500
quip Laboratorio de Analisis
Instrumental
Movilizaciones y
traslados
Atencion de
reuniones
Para llevar a cabo este
proyecto seran necesarios
Otros ggstos de articulos de of|C|,n§ (tales 500 500
operacion como papel, lapices,
marcadores, cartuchos de
tinta, etc.).
TOTAL: | 7500 | 7000
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10.7. Equipamiento

METIEE COST Fundamente solicitud
Equipamiento m($)(*)
Mini- Este kit se utilizara para la
PROTEAN® realizacion de electroforesis y
Tetra Cell, Mini posterior westernblot, es
Afio 1 Trans-Blot® 2152 fundamental para hacer la
Module, and correcta separacion de las
PowerPac™ proteinas de cada muestra en un
Basic Power gel de poliacrilamida
Supply
SET DE Instrumentacion  fundamental
MICROPIPET para la preparacion de muestras
AS PLUS y reactivos.
Afo 1 AUTOCLAVAB 430

LES P/10; P/20
'P/200
y P/1000

10.8. Infraestructuray mobiliario

Acondicionamiento
de espacios fisicos

. - Afo 1 | Ao 2
Subitem Fundamente solicitud m($) m($)
Mejoramiento de la ventilacion
en laboratorio  principal,
debido a la temperatura que

se genera en la época de 1000

primera-verano, lo cual podria
afectar tanto al personal como
a las muestras que se tratan
en el laboratorio.

Mobiliario

Mejoramiento de la sala de
estudio afadiendo escritorios
y sillas suficientes para los| 500
estudiantes que trabajan en el
laboratorio.

1500

Total:
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RECURSOS DISPONIBLES

El Laboratorio de Bioquimica Clinica e inmunologia de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Concepcion, cuenta con la infraestructura y la mayor parte
del equipamiento necesario para llevar a cabo el desarrollo de este proyecto,

dentro de lo cual se incluye:

1.- Una sala de cultivo celular que cuenta con gabinetes de flujo laminar,

refrigeradores, centrifugas y estufas de incubacion.

2.- Una sala de trabajo que cuenta con mesones, refrigeradores a -80°C para el
almacenamiento de muestras, refrigeradores para el almacenamiento de

reactivos y equipo homogenizador Precellys.

3.- Una sala con equipo lector de placas Biotek Synergy 2 utilizado para la

cuantificacion de proteinas.

4.- Laboratorio con mesones de trabajo, anaqueles de reactivos, balanza de
precision para la preparacion de reactivos, centrifuga con enfriamiento, 4
refrigeradores para el almacenamiento de reactivos y muestras, equipo Li-Cor

para la lectura de membranas de westerblot.

5.- Sala de estudio para estudiantes con algunos escritorios y sillas.
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ANEXO

12.1. Procedimientos de tratamientos de desechos biolégicos y/o
guimicos.

Los procedimientos para almacenaje y eliminacién de sustancias peligrosas se
realizan en base al “Reglamento de Manejo de Sustancias Peligrosas” de
MATPEL establecido en el Decreto U. de C. N° 2014-016; basado en el Decreto
Supremo N°148, la NCh 382 y NCh 2120.

1. Se consideran residuos quimicos:
- Toéxicos: solventes halogenados, metales pesados, bromuro de etidio, otros.
- Inflamables: aceite, parafina, solventes no halogenados, formalina,
acetonitrilo, otros.
- Corrosivos: acidos y bases, sélidos y liquidos.

- Reactivos: peroxidos, solidos inflamables, oxidantes (cloratos, nitratos).

2. Se consideran residuos biolégicos:

- Biolégicos y derivados de procedimientos: placenta, restos humanos en

general, animales, apésitos, algodones infectados con agentes patégenos, entre
otros.

- Residuos corto punzantes: agujas, navajas, bisturi, entre otros.
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3. Flujograma para el proceso de operacion de residuos peligrosos
efectuado por MATPEL en la Universidad de Concepcion.

PROCESO DE OPERACION RESIDUOS PELIGROSOS
UNIVERSIDAD DE CONCEPCION

. .

i FACULTADES PLAN DE MANEJO DE RESIDUOS Y SUSTANCIAS PELIGROSAS

i MATPEL

i Y CENTROS

1 UDEC — :

EE Recepcion y i6n de . I

EE Genera residuos peligrosos, o TR LB N Reutilizanie Ingreso al area de

EE se comunica con coordinador almacenamiento

. Area de transferencia de Ejecucién del

: Envia informacion residucs il ll-ilillilal:dizl I:?m:m
peligrosos a software GERIS

De acuerdo a programa
operative se programa retire
de residuocs peligrosos

Envia informacion residucs

peligrosos a software GERIS

e -
N R N NN

Ingpeccion a cumplimiento
Del DS 148
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