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RESUMEN

En les (ftimos afios. la obesidad se ha convertido en la enfermedad metabdlica de
mayor preocupacion en el mundo, considerdndose un problema de Salud Publica.
México ocupa el primer lugar en obesidad infantil ¥ el segundo lugar en obesidad en
adultos a nivel mundial. Investigaciones recientes sugieren que los mecanismos clave
para reducir la incidencia de obesidad son la disminucién de la diferenciacién vy
proliferacién de preadipocitos: asi como la disminucién de la lipogénesis. Se ha
reportado que la capsaicina. principio pungente (irritante} del chile del género
Capsicum. disminuye el peso del tejido adiposo mediante ta disminucién del
contenido de triglicéridos en los adipocitos. sin embargo. su alta pungencia puede
ocasionar serios problemas a la salud. En el presente estudio. se evalud el efecto de la
capsaicina y sus derivados: VAMCS (medianamente pungente) v ofvanil (no
pungente). sobre la inhibicién de la acumulacién de lipidos en adipocitos 3T3-L1.
Las tres moléculas disminuyeron sigrificativamente la acumulacion intracelular de
triglicéridos de una manera dosis-dependiente. Ademds. se observo un increrento
significativo en la concentracién de glicerol en el medio extracelular en las células
tratadas con capsaicina. oivanil y VAMCS en comparacion con las no tratadas. Estos
resultados demuestran que el nivel de pungencia de dichas moléculas no es
determinante para desencadenar un efecto en el metabolismo de los adipocitos 3T3-
L1. Ademas, los resultados sugieren que olvanil puede ser considerado come un
analogo de la capsaicina de interés cientifico y tecnoldgico debido a que es un agente
no pungente capaz de reducir el contenido ceiular de lipidos e inducir un efecto

biolagico significativo en adipocitos 3T3-L1.
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Evaluacion bioldgica de dos Analogos de Capsaicina en la Inhibicion de la Lipogénesis en Adipocitos 3T3-L1

1

INTRODUCCION

Se ha descrito a la obestdad como la inflamacién que sufre ¢l tcjido adiposo a
consccuencia de una respuesta al ¢xceso de nutrientes. los cuales funcionan como
sefiales que generan una serie de desérdenes metabélicos. como la resistencia a la
insulina y otras patologias relacionadas. donde los adipocilos juegan un papel central
(Trayhurn, 2007},

En los dltimos afios. los estudios relacionados con la obesidad se han enfocado
en la bisqueda de moléculas naturales (principios bioactivos) que inhiban la
acumulacién de grasa corporal. Estas moléculas derivados de fuentes naturales. han
demostrado tener ecfectos benéficos sobre esta via. mediante Ja inhibicién de la
adipogénesis v la estimulacion de la lipolisis. Algunos de estos componentes son el
epigalocatequina-3-galato del t€ verde. que ha demostrado reducir la masa grasa
incrementar el gasto energético ¥ prevenir la obesidad in vitro: vy mas recientemente.
la capsaicina de los chiles del género Capsicum. para la cual se ha demostrado un
efecto en el catabolismo lipidice ¢ inhibicidn de la adipogénesis. reduciendo el peso
v la grasa corporal (Kim ¥ Park. 2011: Lee ¥ col., 2011). Sin embargo. la capsaicina
es un compuesto altamente pungente o irritante. por lo que se ha trabajado en la
obtencién de compuestos andlogos. a través de la sintesis enzimatica o quimica. para
inducir modificaciones estructurales de la molécula y favorecer su aplicacion
terapéutica.

En el presente trabajo se evalud el cfecto de elvanil ¥ VAMCS. dos derivados de
capsaicina con menor pungencia. sobre el proceso de lipogénesis en adipocitos 3T3-

L1 y se comparé con el efecto va descrito de la capsaicina.

(1]



Evaluacion biolégica de dos Andlogos de Capsaicina en la Inhibicién de la Lipogénesis en Adipocitos 3T3-L1

2

ANTECEDENTES

2.1 Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica degenerativa que se caracteriza por el exceso
de grasa en el organismo. asociada frecuentemente. al exceso de peso corporal.
Generalmente la obesidad propicia el desarrollo de otras enfermedades como
cardiopatias. diabetes. hipertensidn, trastornos del aparato locomotor € incluso
cancer. lo que significa un importante factor de riesgo para la salud (Ldpez y
Gonzalez, 2001; Pi-Sunyer, 2002). En ei 2010, la Organizacion Mundial de la Salud
{OMS) definid a la obesidad como uno de los principales problemas de Salud Piblica
en el mundo. reportando que entre el 60 v 65 % de la poblacién mundial se ve
afectada por esta enfermedad. siendo ¢l quinto factor de riesgo de mortalidad en el
mundo. A consecuencia de esto, fallecen aproximadamente 2.8 millones de personas

al afio.

Ademas de las consecuencias negativas a ja salud. fos Individuos que padecen
obesidad sufren de problemas psicoldgicos debido a que experimentan rechazo social
y discriminacion. generando prejuicios. autoestima baja v pérdida de autocontrol en
la ingesta de alimentos. 1o que a largo plazo contribuyen a seguir aumentando de
peso. Existen muchos factores que aumentan la prevalencia de la obesidad. entre los
principales se encuentran los factores genéticos, que estan directamente
influenciados por el ambiente. los factores dietéticos v metabolicos. ¢s decir ingerir
mayor cantidad de calorias que las que el cuerpo necesita y no realizar ningiin tipo de
actividad fisica: ¥ los factores socicecondmicos, en donde el nivel econdmico de las
personas determina sus habitos alimenticios. Como se puede ver. los factores que
influyen en el incremento de peso son muy complejos y tienden a ser dependientes
unos con otros. situacion que obliga a la aplicacion de un tratamiento integral y

multidisciplinario ( Whitaker y ¢ol.. 2000: Martinez ¥ col.. 2002}

2]



Evaluacion biolégica de dos Analogos de Capsaicina en la Inhibicion de la Lipogénesis cn Adipocitos 3T3-L1

Aunque Ja obesidad v el sobrepeso se utifizan erréneamente como sinénimos. ya
que ambos conceptos se relacidn con la acumulacién de grasa corporal, existen
parametros para indicar si una persona tiene sobrepeso u obesidad ¥ en qué grade
(Cuadro 1). Actualmente los indicadores mds utilizados son el porcentaje de peso
actual con respecto al ideal v el Indice de Masa Corporal (IMC). considerado este
Gltimo como el método mas prictico para evaluar ¢l grado de riesgo asociado con la

obesidad (Osuna y col.. 2006: Ayvaz v Cimen, 2011).

2.1.1 El Indice de Masa Corporal

El IMC evalia el contenido de grasa corporal en relacion al pese y estatura que
presenta un individuo. Fue ideado por el estadistico belga Adolphe J. Quetelet en
1835 y resulta de dividir el peso de la persona entre la estatura elevada al cuadrado.
es decir: IMC= peso fhg)/ estatura ¢m). Una persona con un IMC entre 18.5 y 24.9
se encuentra en la clasificacion de peso normal. un IMC de 235 a 29.9 se clasifica con
sobrepeso ¥ un individuo se considera obeso cuando su IMC es de 30 o mas. En la
actualidad. estes limites v categorias de peso que s¢ emplean con base en el IMC son

aplicables para toda la poblacidn adulta (Weisell, 2002; Diaz. 2011).

Cuadro 1. Pardmetros de peso segin el IMC obtenido. Los valores estan expresados en kg/m®

(WHO. 2004).
PESO - GRADODEOBESIDAD [ - IMC . RIESGO DE ENFERMEDAD' .
Bajo - < 18,5 Elevade
Normal - 18.5-249 Normal
Sobrepeso - 250-299 Elevado
Obeso 1 300 -349 Alto
Cbeso Severo 1l 35.0-39.9 Muy alto
Obese Moérbido 11 = 40.0 Extremadamente alio
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2.1.2 La obesidad en México

La obesidad no excluye a ningtn pais del mundo y en las Gltimas décadas los
incrementos mas drasticos en la prevalencia de obesidad han sido en los paises en
desarrollo como México, parte de China y Tailandia. Actualmente México es el
segundo pais con mayores casos de obesidad y sobrepeso de una lista de cuarenta
naciones (Figura 1). unicamente Estados Unidos supera esta proporcién. en donde el

31 % son individuos obesos (OECD. 2011).

EEUU | México Australia | Nueva | Hungria blica
Zelanda % Rﬁ(a

éﬁ%ﬁéﬁﬁ&ﬁ

2% | 21% 19% 15%

Irlanda Alemanl: Portugal | Finlandia Turquia Bélgica Polonia

ﬁﬁﬁﬁfﬁﬁﬁﬁ

13% 12% 12% 11%

Holanda Suecia Dmaman:: Francia

%Tﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

Figura 1. Porcentaje de la poblacién mundial mayor de 15 aiios con un IMC superior a 30
(OECD, 2011).

De acuerdo con el XII Censo General de Poblacién y Vivienda. la frecuencia de
obesidad en México ha ido aumentando con ¢l paso de los afios y para el 2006. el
21.7 % de hombres y mujeres adultos presentaban algin grado de obesidad y el 38 %
tenia sobrepeso. ¢s decir solo el 40 % de la poblacion adulta se encontraba en su peso
adecuado. mientras que el 60 % tenia un IMC inadecuado (Olaiz y col.. 2006). Los
ultimos datos reportan que la prevalencia de obesidad es del 69.4 %, de los cuales el
40 % tienen sobrepeso y el 29.4 % padecen obesidad. siendo mds afectadas las

mujeres que los hombres (Figura 2) (Barrera y col.. 2013).
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Porcentaje de la poblacién en México segin su
situacion de peso corporal

B Sobrepeso

& Obesidad

Mujeres Hombres Towl

Figura 2. Porcentaje de la poblacién en México mayor de 20 afios, segin su situacién de peso
corporal, por sexo. Se observa que en la categoria de sobrepeso, la prevalencia es mayor entre
hombres que mujeres: 37.4 % de las mujeres v 42.5 % de los hombres presentan esa condicion
nutricia. Sucede lo contrario en la categoria de obesidad, donde la proporcion es mayor entre las
mujeres que en los hombres (Diaz. 2011).

La mayoria de los casos de obesidad tienen un origen multifactorial. sin
embargo. se ha comprobado que en México la principal causa o factor del sobrepeso
son los malos habitos alimenticios, que incluye el ritmo de vida. la preferencia a la
comida chatarra y sobre todo la falta de actividad fisica. es decir. ¢l sedentarismo
(Gonzalez, 2002: Garcia. 2011).

En los ultimos afios. esta enfermedad ha tenido un fuerte impacto social y
econdémico para el pais. por ejemplo. cada afo se otorgan alrededor de 200.000
consultas relacionadas con el sobrepeso y la obesidad. siendo Chihuahua, Veracruz.
Sinaloa. Guanajuato. Estado de México. Distrito Federal y Jalisco los estados de la
replblica que concentran la mayor poblacion con obesidad morbida: ademas, se
estima que para el afio 2017, los costos de salud generados por la atencion de
enfermedades causadas por la obesidad ascenderan a 150,000 millones de pesos

aproximadamente (Sassi. 2010: Aguirre. 2012).
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2.1.3 Mecanismos biolégicos de la obesidad

El cuerpo humano requiere energia constante para €l mantenimiento del erganismo,
la cual s¢ obtiene de los productos que ingerimos. Los alimentos contienen calorias
que le aportan al cuerpo la energia neccsaria para llevar a cabo todas sus funciones y
mantener {a temperatura corporal adecuada. Cuando comemos. parte de los
nutrientes son usados de inmediato v otra gran parte se almacena como reserva, que
se aprovecha en periodes de avuno. El almacenamiento de la grasa no presenta
limitacién. ya que los depésitos de grasa se expanden cen facilidad para dar lugar a
cantidades superiores de almacenamiento. Para que exista una acumulacién excesiva
de grasa en el cuerpo. el niimero de calorias ingeridas tienc que ser mucho mayor que
el nimero de calorias gastadas. es decir. si se consume una dieta alta en
carbohidratos v grasas. y €stas no son aprovechadas o eliminadas por ¢l organismo.
se generan nuevas células grasas a partir de células precursoras existentes en ¢l tejido
adiposo, llevando a un estado de sobrepeso v a largo plazo de obesidad (Tortora y
Derrickson. 2006: Lazo de la Vega ¥ Fernandez, 2010).

En individuos con un IMC normal. el tejido adiposo contiene 18 % de agua. 80
% triacilglicéridos v 2 % de proteinas. mientras que en las personas obesas el
contenido graso aumenta y proporcionalmente el contenido acuoso disminuye. A
medida que una persona adulta aumenta de peso. la cantidad de tejido adiposo se
incrementa, generandose al mismo tiempo nuevos vasos sanguincos: como
consecuencia. una persona obesa tiene mas vasos sanguineos que una persona
delgada. situacion que trae consige un mayor esfuerzo del corazén para bombear la
sangre. lo que suele desencadenar multiples problemas a la salud (Tortora y

Derrickson, 2006).

2.1.4 Alternativas para ¢l manejo v control de la obesidad

La obesidad es una enfermedad muy compleja que requiere de un tratamiento muy
amplio en el que participan multiples aspectos como lo es ¢l paciente. el entorno
familiar. el ritmo de vida. los habitos alimenticios. el estado de animo. entre otros:
por lo que se hace evidente la intervencion de diferentes disciplinas y estrategias para
su manejo. Actualmente. existen diversos tratamientos para combatir la obesidad, sin
embargo. como tedo tratamiento. existen ciertas limitaciones y determinantes para

que éste demuestre su efectividad.
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2.1.4.1 Esquema nutricional y actividad fisica

La actividad fisica es cualquier movimiento realizado por el musculo esquelético que
produzca un gasto energético y que sea benéfico para la salud. Se¢ ha demostrado que
la combinacién de una dieta saludable con actividad fisica. es un tratamiento que
ayuda al mantenimiento de peso. va que influye en e equilibrie de energia teniendo
un efecto sobre el metabolismo, y a largo plazo mejora la composicién corporal. Sin
embargo. no se considera un fratamiento que pueda ser aplicado en personas con un
grado de obesidad alto (grado II ¥ III). ya que estas acciones ticnden a incrementar
considerablemente la tension arterial v producir serias complicaciones médicas.

pudiendo empeorar la calidad de vida (Reves v Madrigal. 2010}

2.1.4.2 Tratamientos quirirgicos

Este tipo de procedimientos se eligen séio si las personas cumplen con uno o varios
critertos. entre los cuales estan la edad. el grado de obesidad que el paciente presenta.
enfermedades asociadas y maltiples intentos para perder peso. En la actualidad
existen tres tipos de téenicas: restrictivas. que limitan la capacidad gastrica creando
un reservorio en la parte superior del estémago: malabsortivas. las cuales disminuyen
la absorcion de nutrientes a nivel intestinal: y mixtas. que combinan los
procedimientos de restriccidn v malabsorcion. Otre procedimiento es la liposuccion.
que se considera una cirugia estética que ayuda a reducir el exceso de grasa
acumulada en algunas zonas dificiles de eliminar. contribuvendo a perder peso a
corta plazo v mejorar la apariencia corporal. Sin embargo. estos tipos de tratamientos
suelen ser muy complicados ¥ pueden implicar una recuperacion dolorosa para el
paciente. ademds del costo elevado que cada uno de ellos tiene (Lépori. 2006:

Gonzélez. 2010).

2.1.4.3 Tratamientos farmacologicos

La farmacoterapia constituye una de las alternativas mas utilizadas para combatir la
obesidad y surge como una herramienta complementaria a la dieta y demds
tratamientos, ya que sin medicamentos la enfermedad tiende a progresar y empeorar
la situacion y prondstico del paciente. Hoy en dia. se conocen tres tipos de farmacos,

los que reducen el apetito, los que alteran la absorcidén de nutrientes v los que
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incrementan el gasto energético (Cuadro 2). Como se puede ver. estos tratamientos
van orientades a controlar la ingesta de alimentos actuando sobre la saciedad v
controlando la absorcidén gastrointestinal de grasas v carbohidratos. sin embargo. sélo
algunos han sido aprobados por la FDA para ser utilizados como tratamiento para la
obesidad v la mayoria de los pacientes ne se comprometen al proceso, va que se

requiere de mucha voluntad para cambiar conductas en la personalidad y estilo de

vida. y sobre todo mantenerlas en forma indefinida (Parra. 2010}).

Cuadre 2. Firmacos para el tratamiento de la obesidad (Martin ¥ Anton, 2002; Caballero, 2006).

del mercado en 2010,

FASE DE DESARROLLO
MEDICAMENTO MECANISMO SEGUN FDA EFECTOS SECUNDARIOS
Sibutraming Sensacion de saciedad Aceptado en 1989. Retirado Boca seca, cefalea, ritmo

cardiaco elevado, insomnio.

Aceptado en 1970. Solo para

Temblor, insemnio. ritmo

Fentermina Sensacion de saciedad manejo de peso por corte | cardiaco elevade, presion alta,
tiempo. potencial para adiccion,
Lorcaserina Suprime ef apetito Fase It Cefalea, mareo, ndusea.
Inhibidor de lipasa. | Aprobado en 1998. Disponibie | Diarrea y doior abdominal. Se
Crlistat Inhibe |a absorcion de |en el mercado sin receta desde| reportan cases de dafic en el
la grasa intestinal. el 2007. higade.
. i LT rdiaco)
Topiramato Disminucion de apetito Aprobado en ¢l 2010, Cefalea, d'a;r:ja(;gmo cardi
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2.2 Modelos experimentales para el estudio de la obesidad

Los modelos experimentales surgen de la necesidad de desarrollar estrategias
terapéuticas para combatir la obesidad y sus complicaciones a la salud. Cada modelo
genera informacion importante que ayuda a correlacionar informacion e interpretar
mas cercanamente a la realidad los mecanismos biologicos que desencadenan esta
patologia. Hov en dia existen dos tipos de modelos experimentales. los modelos in

vive v los modelos ir vitro (Carmona, 2010).

2.2.1 Modelos experimentales in vivo

La obesidad puede ser inducida en ciertos modelos animales mediante alteraciones
neuroendécrinas, manipulaciones dietéticas o cambios genéticos. Los roedores son
los amimales que mds se utilizan como modelos experimentales debido a la gran
similitud de su genoma con el de los humanos. Por ejemplo. ¢l ratdn Agouti es el
modelo de obesidad de tipo genético mas descrito. en ¢l cual los animales son
portadores del alelo obeso AVY con el consiguiente desarrolle de obesidad
ocasionado por el bloqueo de las sefiales de saciedad moduladas por la insulina v
leptina (Dolinoy. 2008). Otro modelo genético muy utilizado es el de la rata Zucker
que se caracteriza por la presencia de una mutacién “fatfy™”, los animales son obesos
desde las primeras semanas de vida, v presentan una mutacidn recesiva ¢n el gen del
receptor de leptina. lo cual desencadena su singular {enotipo obeso. Asi mismo,
existen los modeles por alteraciones en ¢l control nervioso de la ingesta de alimento
y metabolismo celular. que puede ser inducida por alimentacion forzada. dietas ricas
en grasa. alg(n farmaco. entre otras (Aleixandre v Miguel. 2008).

Existen diversos modelos de obesidad ir vivo. no obstante. es muy importante
tomar en cuenta el tipo de disefio experimental que se va a llevar a cabo en la
investigacion cuando se decida utilizar un modelo in vivo. ya que todos son Gtiles
pero tignen ciertas limitaciones, ademdas es importante saber el costo de estos

ejemplares para ajustarse al presupuesto planeado en la investigacion (Benavides y

TESISICY

,
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o
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2.2.2 Modelos experimentales in vitro

Los modelos in vitro son una herramienta que permite estudiar los procesos celulares
¥ moleculares implicados en la diferenciacién de los adipocitos. es decir los eventos
que se llevan a cabo durante la transicion de preadipocitos hasta células adiposas
maduras. Para el estudio del proceso de obesidad. se han utilizado diversos modelos
de cultivos ceiulares. en los que se incluyen las lineas celulares preadipocitarias y los
cultivos primarios de células precursoras del estroma vascular del tejido adiposo
(Cuadro 3) (Gregoire y col, 1998).

Cuadro 3. Modelos celulares ir vitro para el estudios de 1a diferenciacion de adipocitos
(Moreno v Martinez, 2002).

LINEAS CELILARES ORIGEN INDUGTORES DE LA CATEGORIA
DIFERENCIACION
le embrio .
ES Blastocitos d. nen Acido retinoico Tetipotente
de raton
Fibroblastos de embrdn 10% SFB. Insulina, .
Tl de raton dexametasona, IBMX Unipatente
Fibroblastos de embrion . . .
3T3-F4424 de maton 0% SFB, Insuiina Unipotente
G idimal de raté
ob 17 Tasa ep\:ﬁ:“: raton 8% SFB, insuiina, Triyodotironina Unipotente
. INDUCTORES DE LA
CULTIVOS PRIMARIOS ORIGEN OIF ACION CATEGORIA
Células estroma
Rata vasculares de grasa Ingulina con o sin SFB Unipotente
subcutanea
Cealulas estroma
Raton vasculares de grasa Insulina, HDL, dexametasona Unipotente
subcutanea
Células estroma
Humano vasculares de grasa Insulina y glucocerticaides Unipotente
subcutanea

Un cultivo primaric son preadipocites o adipocitos tomados directamente de un
organismo. gque pueden ser obtenidos de varias especies a diferentes etapas del
desarrollo v de diferentes depositos de grasa: las células conservan sus caracteristicas
originales v su proliferacion es limitada. Una linea celular €s un cultivo que tiene alta
capacidad de multiplicarse in vitro, establecido a partir del primer subcultivo de un
cultivo primario v que tiene las mismas caracteristicas que ¢l tejide de origen.
ademads. son considerados cultivos inmortales ya que su proliferacion es ilimitada

(Figura 3) (Freshney. 2005).
[10]
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Figura 3. Modelos celulares in vitro para el estudio de la diferenciacion celular del adipocito.

a) Células madres embrionarias (ES) pueden diferenciarse directamente en adipocitos en presencia de
hormonas pro-adipogénicas y acido retinoico. Fibroblastos aislados de embriones de raton en los dias
12-14, pueden diferenciarse en: b) adipocitos mediante estimulos hormonales: v ¢) células inmortales
cuando después de una serie de pasajes-subcultivos se cultivan en presencia de factores de
transcripcion pro-adipogénicos como PPARY y C/EBP-a: d) células adiposas marrones de ratones
recién nacidos inmortalizadas pueden diferenciarse eficientemente en adipocitos con un tratamiento
hormonal; e) células tomadas directamente de la médula ¢sea pueden diferenciarse en adipocitos con
inductores hormonales (Rosen y MacDougald, 2006).
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2.2.2.1 Livea Celudar 373-L1

Las lineas celulares se pueden dividir en tres categorias: c¢élulas embrionarias
totipotentes. capaces de generar todas las lineas celulares: oélulas multipotentes. que
pueden dar lugar a miocitos. adipocites v condrocitos: y células va comprometidas
hacia la linea adiposa. que s¢ denominan lineas celulares de preadipocitos. Algunas
de ellas son la 3T3-L1 y 3T3-F442A. las cuales sufren varios procesos de divisidn
celular antes de diferenciarse. mientras que otras lineas celulares de preadipocitos
como las C3H10T1/2, tanto de ratén como de humano. se diferencian sin pasar por
mitosis post-confluencia {Rosen v MacDougald, 2006: Vidal-Puig, 2007).

La linea celular 3T3-L1 se origina a partir del cultivo primario de las células 3T3
del ratén suizo albino. Tiene caracteristicas morfologicas de fibroblastes que bajo
ciertos estimulos de tipe hormonal como la insulina. un glucocorticoide
(dexametasona) ¢ isobulmetilxantina (IBMX). llegan a diferenciarse a adipocitos,
incrementando la sintesis y acumulacién de triglicéridos para finalmente adquirir la
apariencia redonda de un adipocito maduro. Esta linea constituve un modelo celular
del adipocito in vitro ampliamente utilizado para el estudio de la obesidad v
metabolismo de lipidos. ¥ en comparacién con otras lineas celulares existentes. se ha
comprobado que la 3T3-L1 resulta en un tipo de célula que mas se asemeja a las
células adiposas que se producen en los tejidos. Otra ventaja es que estas células
tienen la capacidad de captar mas rdpidamente los 4cidos grasos del medio para
sintetizar triglicéridos. v por consiguiente, almacenar mayor cantidad en su interior

(Green v Kehinde. 1975: Clavijo y col.. 2007).

[12]



Evaduacion biologica de dos Analogoes de Capsaicina en la Inhibicion de la Lipogénesis en Adipocitos 3T3-L1

2.3 Metabolismo lipidico

Los alimentos que ingerimos contienen gran cantidad de lipidos, entre los cuales se
encuentran los triglicéridos (TG). formados por tres moléculas de acides grasos y una
molécula de glicero] que se unen mediante una reaccidn lamada esterificacion. Los
TG se hidrolizan por 1a accidn de lipasas que son enzimas que degradan a los lipidos,
generando 4cidos grasos libres y glicerol. Posteriormente estos 4cidos grasos seran
transportades por la sangre. unidos a una moléeula de albiimina. v otra parte de los
acidos grasos seran re-esterificados en el intestino y formaran TG de nuevo. Estos
lipidos absorbidos per la mucosa intestinal se empaqueian formande particulas de
lipoproteinas llamadas quilomicrones, las cuales circularan por el organismo. a nivel
linfatico y por el torrente sanguineo. liberando lipidos por los diferentes tejidos como
tejido adiposo. musculo. corazén. entre otros: los cuales podran extraer os TG de los
quilomicrones gracias a la accion de la lipoproteina lipasa (LPL) que se encuentra
localizada en el epitelio de los capilares sanguineos de dichos tejidos. De modo
similar. los TG que son sintetizados por el higado. son empaquetados formando otro
tipo de lipoproteinas de muy baja densidad llamadas VLDL. las cuales se vierten
directamente al torrente sanguineo, La LPL hidroliza a los TG v los dcidos grasos
son capturados por los 1ejidos para ser utilizados como reserva o como fuente de

energia (Nelson y Cox. 2006).

2.4 Tejido adiposc

El tejido adiposo es una capa de grasa que se encuentra distribuido en tode el cuerpo
por debajo de la piel {tejido adiposo subcutineo). y alrededor de las visceras (tejido
adiposo visceral). El tejido adiposo subcutaneo es el responsable de las formas
corporales distintivas entre hombres v mujeres. representa del 13 al 20 % del peso
corporal en hombres y del 20 al 25 % del peso corporal en mujeres: ademds de
proveer aislamiento térmico. Por otro lade. ¢l tejide adiposo visceral tiene como
funcion rellenar los espacios entre los drganos y mantenerlos en su posicion
adecuada (Sandoval. 2010).

En términos generales, el tejido adiposo estd compuesto de varios tipos celulares

como lo son fibroblastos. macrofagos v células endoteliales. predominando las

células conjuntivas denominadas adipocitos. Se distinguen dos tipos de tejido
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(Figura 4), el tejido adiposo blanco (grasa blanca) responsable del almacenamiento
lipidico y el tejido adiposo marrén (grasa parda) encargado de la actividad

termogénica. es decir produccién de calor (Tortora y Derrickson.. 2006).

GRASA BLANCA
q (almacenamiento)
o

Figura 4. Principales caracteristicas entre los tipos de tejido adiposo (Lépori, 2006).

2.4.1 Tejido adiposo marrén

Este tejido es abundante en el feto y el recién nacido, aunque de mayor importancia
en aquellos mamiferos que hibernan. ya que la produccion de calor en estos animales
es imprescindible para vivir. Histologicamente sus células adiposas son poligonales,
pequefias y se observan en el citoplasma numerosas gotitas de grasa. Una notable
diferencia entre los dos tipos de tejido. es que éste tiene abundantes mitocondrias con
crestas muy desarrolladas. las cuales le dan el aspecto de color marrén. Estos
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organelos son los principales productores de energia. v como tales. son los

-

encargados de proporcionar calor cuando es necesario (Lépori. 2008).

2.4.2 Tgjido adiposo blanco

También lamado unilocular. porque los lipidos se almacenan en un solo
compartimiento. es decir en el interior de las células como una gran gota
citoplasmatica. Es un tejido muy vascularizado que presenta gran cantidad de
adipocitos poliédricos ¥ se considera la mayor reserva de energia en cucariontes. Sus
principales funciones son almacenar energia en forma de triglicéridos en periodos de
sobrealimentacion. y cuando el cuerpe requiera suministrar ¢nergia en algin lugar
del organismo. liberarla en forma de acidos grasos (Lépori. 2006). Ademés. hov en
dia se conoce que el tejido adiposo blanco no es simplemente un deposito de energia.
también se comporta como un oOrgano enddcring va que libera sustancias de
secrecién que intervienen en la regulacion de la ingesta, gasto energético. respuesta
inmune v funcion vascular, estas sustancias son llamadas adipocinas y algunas son
leptina. TNF-c. IL-1. 1L-6. adiponectina. estrégenos y resistina. actuando todas ellas
en la regulacidn endocrina pardcrina y exécrina dentro del propio tejido v en la

funcién de 6rganos como €l pancreas, higado y cerebro (Fonseca y col.. 2007).

2.4.3 Distribucion dei tejido adiposo

La cantidad v localizacion del tejido adiposo varia segiin la edad en cada persona. En
el nacimiento existen aproximadamente cinco billones de adipocitos que representan
el 17 % del peso corporal v no existe diferenciacion entre sexos. A medida que el
nifio va creciendo y hasta los 10 afios de edad. ¢l tejido graso aumenta su volumen
sin aumentar el namero de células adiposas: al inicio de ta pubertad ya existe un
aumento en el nimero y tamario de los adipocitos. asi como la notable diferencia en
la masa grasa entre sexos. va que en el organismo femenino se presenta ¢l doble de la
cantidad de grasa que en el masculino sin que esto represente obesidad. Aunque los
adipocitos pueden seguirse formando a Jo largo de Ja vida se dice que en un

adolescente el nimero de adipocitos es similar a los de un adulto (Diaz. 2010).
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2.5 Adipocitos

Los adipocitos son células redondeadas que. dentro del tejido adiposo blanco. se
encargan de sintetizar, almacenar y degradar lipidos en su interior, desplazando al
nicleo y demds organelos hacia la periferia. mostrando una apariencia como de
anillo. Debido a la elasticidad de la membrana plasmatica, su tamafio puede variar
entre 10 y 100 um. es decir. modifican su diametro de acuerdo a la cantidad de
triglicéridos que almacenan. Se ha comprobado que un adipocito tiene la capacidad
de almacenar cantidades de triglicéridos iguales al 80-95 % de su masa celular. la
cual se encuentra generalmente en forma liquida para ser hidrolizada y transportada
desde las células (Figura 5) (Guyton y Hall. 2006).

Figura 5. Fisiologia y metabolismo del tejido adiposo. Acumulacion de triglicéndos dentro del
adipocito (Lépori, 2006).
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2.5.1 Desarrollo y metabolismo del adipocito

El aumento del volumen del tejido adiposo puede deberse por un lado. a un aumento
en el tamafic de los adipocitos que se conoce como hipertrofia v es caracteristica de
las obesidades grado I: v por otro, al incremento en el nimere de adipocitos llamado
hiperplasia. presente en obesidades grado 11 y Il (Lépori. 2006}, Para que el tejido
adiposo pueda llevar a cabo sus funciones. se encuentran implicados dos procesos
bioquimicos: lipogénesis y lipolisis. ambos son simultaneos v se llevan a cabo dentro

del adipocito.

2.5.1.1 Lipogénesis

Se conoce como lipogénesis al proceso por el cual se sintetizan acidos grasos a partir
de Malonil-CoA y Acetil — CoA. unidos con una molécula de glicerol para formar
triglicéridos. Este proceso utiliza la via de la glucdlisis para producir piruvato. el cual
mediante un proceso catalitico dentro de la mitocondria. se convierte en el precursor
Acetil — CoA y subsecuentemente en citrate. A través de un acarreador que se
encuentra en la membrana mitocondrial. el citrato sale hacia el citoplasma de la
célula donde es transformado por la enzima citrato lasa en Acetil — CoA.
Posteriormente. la enzima acetil — CoA carboxilasa adiciona un carbono a este
compuesto de dos carbonos y io transforma en una molécula de tres carbonos.
Hamada malonil ~ CoA. El malonil — CoA se une a una protefna acarreadora de
acilos (ACP) para que pueda conjugarse con una molécula de acetil —-CoA y formar
acetoaceti] — ACP, quien a través de todo un proceso de B reduccion. forma un dcido
graso con mayor nimero de carbonos. Este Gltimo paso se repite hasta formar éacidos
grados de cadena larga. Finalmente. tres 4cidos grasos de cadena larga se unen a una
molécula de glicerol para dar lugar a una molécula de triacilglicerol (sintesis de novo
de ftriglicéridos). mas comuUnmente [lamado triacilglicérido (Figura 6). Los
triacilglicéridos se acumulardn como depésite energético (Esquivel y col.. 2010:

Large y col.. 2004).

2.5.1.2 Lipélisis
Durante la [ipélisis. los triacilglicéridos que fueron almacenados en el tejide adiposc

durante la lipogénesis. serdn nuevamente hidrelizados hasta dcidos grasos y glicerol
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que van a ser utilizados por el resto del organismo como combustible, en su mayoria
por el tejido muscular pero también son importantes para el higado y rifién (Figura
6). La lipdlisis es estimulada por el frio, el ejercicio y la hipoglucemia a través de la
enzima lipasa sensible a hormonas (LSH). va que es la encargada de iniciar el
proceso lipolitico: la actividad de esta enzima es regulada por las catecolaminas,
hormona de crecimiento, glucagdn y corticoesteroides (Esquivel y col.. 2010: Large

y col., 2004).

S e DE PG R Glicerol
(glucogenesis en
ligado)

(paraf oxidacion de
acidos grasos}

LIPOGENESIS ¢ 2&

Glicerol-3-F
~ [ Triacilglicéridos

Glucosa 6-F

; T Acil-CoA {
Gliceraldehido -3+ - e
T - w T

Piruvato Malonil Coa Goto de groso

Acetil-CoA T-
L

K —p T30 ey Acetil-CoA

Mitocondrio

Adipocito

Figura 6. Principales rutas metabdlicas durante el proceso de lipogénesis y lipélisis en una célula
adiposa. Lipogénesis: a partir del piruvato, en la mitocondria tiene lugar la formacion del precursor
acetil — CoA, que entra al ciclo de Krebs (CK) para formar citrato, que se transforma en Acetil - CoA
por accion de la enzima citrato liasa (CL). El acetil — CoA se carboxila hacia malonil — CoA mediante
la enzima acetil — CoA — carboxilasa (ACC). El malonil — CoA se une a una proteina acarreadora de
acilos y se conjuga con otra molécula de Acetil - CoA para formar acetoacetil -~ ACP, que formara un
acido graso con mayor numero de carbonos. Por otro lado, la lipoproteina lipasa (LPL) hidroliza a los
triglicéridos (TG) proveniente de los quilomicrones y VLDL circulantes en acidos grasos (AGL), que
ingresan a la célula para incorporarse al proceso de lipogénesis. Los lipidos recién formados se
almacenan en vesiculas de grasa en el citoplasma. Lipoélisis: ocurre cuando la enzima lipasa sensible a
hormonas (LSH) transforma a los TG en glicerol y acidos grasos, éstos se transportan hacia el higado
y el misculo para emplearse como fuente de energia (Lazo de la Vega y Fernandez, 2010; Large vy
col.. 2004).
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2.6 Adipogénesis

El origen embrionario de los adipocitos no es totalmente conocido, aunque
numerosos estudios sugieren que derivan de una célula progenitora mesenquimatica
totipotente que puede diferenciarse hacia células unipotentes del tipe adipocitos u
otros linajes como lo son condroblastos. mioblastos y osteoblastos. Esta capacidad de
poder diferenciarse en diferentes tipos celulares dependera de mecanismos
moleculares y de Ja exposicién a diferentes ambientes que le indicaran a la célula
madre hacia donde evolucionar (Lépori. 2006: Rayalam y col.. 2008).

Los preadipocitos son células que estdn comprometidas a diferenciarse hacia la
linea adiposa. morfolégicamente pasan de ser similarmente fibroblastos hacia células
de forma esférica que con el tiempo van desarrollando las caracteristicas bioguimicas
de lo que se consideraria un adipocito totalmente maduro. A éste proceso de
diferenciacién mediante ¢l cual las células precursoras multipotenciales dan origen a
células adiposas maduras se le conoce como adipogénesis (Figura 7). el cual se
encuentra modulado por diferentes hormonas y factores de crecimiento (Gregoire y

col.. 1998: Strem vy col.. 2005}

Adipocito maduro

Nucleo
NG /
.': ‘\‘_ .
NUCICO sy
Preadipocito ;
N
AN pd
Voesiculas de
£rasa

Figura 7. Esquematizaci6n del proceso de adipogénesis, Principales diferencias morfologicas entre
un preadipocito (fibroblasto) y un adipocito maduro (Yang ¥ Jarrett, 2009).
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2.6.1 Diferenciacion de los adipocitos

La diferenciacion de los adipocitos implica un proceso compleje en el cual los

preadipocitos interrumpen su crecimiento. es decir, salen del ciclo celular antes de su

conversién final en adipocitos. Este proceso involucra cambios sucesivos en la

expresion de genes, adquiriendo aquellos que son caracteristicos para la ¢élula v a su

vez reprimiendo los que no son necesarios para el adipocito maduro (Ntambi y

Cheul. 2000). Actualmente se ha propuesto un modelo de diferenciacién para la linea

celular 3T3-L1 en tres fases que se describen a continuacion:

1.

Fase de inhibicion del crecimiento y expansion clonal

Durante esta fase. los preadipocitos sufren inhibicién por contacto v se
preduce una expansién mitdtica por replicacion del ADN v duplicacion
celular, El contacto entre células induce la expresion de LPL v genes

relacionados con la diferenciacién (Quintero. 2013).

Fase de expresion temprana de genes

En esta fase |a expansion clonal cesa. y se inicia la activacidn transcripcional
de genes especificos del adipocito mediante una serie de sefiales bioquimicas.
Se han descrito hasta ahora dos familias de estos factores. las C/EBPs
(proteinas de unién al potenciador CCAAT) y PPARYy (receptor gamma de
activacion de la proliferacion del peroxisoma). altamente indispensables v
criticos en la regulacién de la transcripcién de genes adipogénicos (Ntambi v

Cheul, 2000: Gerhold ¥ col., 2002).

Fase de diferenciacion terminal

Las células adquieren ¢l fenotipe de adipocito maduro e incrementan la
expresién v actividad de enzimas implicadas en el proceso de lipogénesis.
tales como acetil ~CoA. enzima sintetasa de acidos grasos. glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa. entre otras. observandose por lo tanto un incremento en el
almacenamiento lipidico. va que se lleva a cabo la sintesis y transporte de
tipidos. Asi mismo. los adipocitos en esta etapa comienzan a secretar
sustancias enddcrinas vy pardcrinas. tales como leptina v adipsina (Moreno y

Martinez, 2002: Rayalam y col.. 2008: Rosen y MacDougald. 2006).
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2.7 El género Capsicum y su rol en la prevencion de la obesidad

Capsicim es un género de plantas que fue descrito por Carlos Linneo cn 1753 para
hacer alusion a que las semillas estaban encapsuladas en una especie de caja debido a
la forma que tienen los frutos de estas plantas. E] nombre cientifico del género deriva
del griego “kapro™ que significa picar. lo que describe la principal caracteristica del
fruto. Pertenecen a este género todas las formas de chile, pimiento o aji que son
utilizados por el hombre. los cuales se incluyen en la familia de las solanaceas, la
misma a la que pertenecen ¢l jitomate v el tabaco. En México. se utiliza la palabra
chile para referirse a todo fruto clasificado dentro de este género. el cual comprende
alrededor de 30 especies. de las cuales solo cinco de ellas son cultivadas: Capsicum
annuum, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum y C. pubescens (Nuez y col.. 2003;

Lopez. 2003).

2.7.1 Composicion quimica

Una de las caracteristicas que diferencian a los vegetales de los animales. es su
capacidad de llevar a cabo reacciones quimicas llamadas rutas metabdlicas
secundarias, las cuales son distintas a las del metabolismo primario. que es comin en
todos los seres vivos. El producto final de estas rutas metabélicas secundarias son
compuestos quimicos que generalmente se restringen a un grupo taxonémico o
incluso a una especie en concreto, v se denominan metabolitos secundarios. Algunos
ejemplos de metabolitos secundarios son aceites voldtiles como lupeol: Acidos
orgénicos como 4cido caféico v acido citrico: terpenoides: v alcaloides como la
solanina y capsaicina. entre otros. Los compuestos caracteristicos de los frutos del

género Capsicum son los capsaicinoides (Pimienta, 2008: Ruiz y col.. 2011}

2.7.1.1 Capsaicinoides
Los capsaicinoides son compuestos que se producen comeo metabolitos secundarios

y son las moléculas responsables del sabor

en las plantas del género Capsicum.
picante que las caracteriza. Los frutos de las plantas de este género son conocidos
como chiles. cuyo consumo se asocia principalmente a Ja sensacion picante que
produce en la boca Los capsaicinoides se sintetizan y acumulan dentro de las

vesiculas del tejido placentario del fruto: dicha biosintesis se lleva a cabo durante
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todo el desarrollo del fruto hasta el final de la fase de crectmiento. La cantidad de
capsaicinoides acumulados, disminuye después de la maduracion del fruto (Vazquez
v col.. 2007). Se conocen alrededor de 20 capsaicinoides (Cuadro 4), sin embargo.
hoy en dia se sabe que més del 90 % del contenido total de los capsaicinoides en ¢l
chile lo representan en primer lugar. la capsaicina y en segundo lugar, la
dihidrocapsaicina, que se diferencian por la longitud de su cadena. presencia o

ausencia de doble enlace, el punto de ramificacién y su picor relativo (Rodriguez y

¢ol.. 2010: Chinn y col.. 2010).

Cuadro 4. Principales capsaicinoides presentes en el chile (Peng v col., 2012).

d PUNGENCIA
o ;
NOMBRE % EN EL CHILE (Unidades Scoville) ESTRUCTURA QUIMICA
- e
Capsaicina 69% 15,000,000 Lo
- ,ﬂ\/\
Dihidrocapsaicina 22% 15,000,000 [ RPN
o,
MNordihidrocapsaicina 7% 9,100,000 o ﬁm
Homodihidrocapsaicina 1% 8,600,000 DO PP
Homeocapsaicina 1% 8,600,000 ».,KZ\JM

2.7.1.2 Pungencia

El término pungencia se refiere al grado de picor que tiene un compuesto. El nivel de
pungencia que se presenta en las diferentes especies de Capsicum es proporcional a
la capacidad de acumular capsaicinoides. Existen dos métodos para determinar la
pungencia: la escala Scovilie y Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC). La
escala Scoville. fue la primera técnica de estimacién de picor confiable, descrita en
1912 por Wilbur Scoville, quien desarrolié “El Examen Organoléptico Scoville™, que
consistia en diluir el extracto de chile en agua azucarada hasta que ¢l picante ya no
pudiera ser detectado por una persona: ¢l namero de veces que es diluido ¢l extracto
corresponde al grado de pungencia en la escala. Actualmente. la escala consiste en
dilwir un extracto en agua tantas veces como sea necesario hasta hacer imperceptible
¢l picor. De acuerdo con este método. ¢l chile habanero. considerado el mas picante.
debe ser diluido 300.000 veces antes de perder su nivel méximo de picante (Figura

8) (Bosland y Votava, 2000).
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Unidades Scoville:
100 mil a 445 mil ?. Habanero
100 mil a 200 mil .o Chiltepin

30 mil a 50 mil \\. Piquin

15 mil a 30 mil ( De arbol

S mila 23 mil p— Serrano
2 mil 500 a 5 mil aﬂ Jalapeno

0 . Bell o Morrén

Figura 8. Clasificacion de los chiles de acuerdo al grado de pungencia que presentan. La
concentracion de capsaicina se representa en Unidades Scoville (SIAP, 2010).

Actualmente, el método mas comin para determinar la pungencia es por HPLC.
el cual consiste en separar los componentes de una o varias mezclas, basandose en
los diferentes tipos de interacciones quimicas que se presentan entre las sustancias
analizadas y una columna cromatografica; la cuantificacion se realiza mediante la
concentracion de compuestos presentes obtenida en la muestra. y se determina el
valor de pungencia en Unidades Scoville (Collins y col.. 1995: Tapia y col.. 2008: Al

y col.. 2011).

2.7.1.3 Capsaicina

Es el capsaicinoide mas abundante presente en el chile. Como compuesto quimico se
denomina 8-metil-N-vanillil-6-nonenamida. es lipofilico. inodoro. incoloro v
parecido a la cera; su féormula quimica condensada es C;sH>7NO. Fue aislado por
primera vez en 1846 y su estructura quimica (Figura 9) se determiné en 1919. Hoy
en dia se conoce que esta molécula es muy irritante para los mamiferos ya que
produce una fuerte sensacion de ardor en la mucosa oral. por lo que es

cuidadosamente utilizado en productos alimenticios, para hacerlos mas picantes. La
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capsaicina purificada. diluida 100.000 veces. sigue siendo tan activa que ain es
capaz de producir ampollas e¢n la lengua: ademéas de estimular las secreciones
gastricas. por lo que si se usa en exceso. ocasiona inflamacién (Gémez v col.. 1993;
Legin, 1996),

Figura 9. Estructura quimica de la capsaicina. Principal compenente del ¢hile.

La molécula de capsaicina se divide en tres regiones: un anillo aromatico, un
enlace amino y una cadena lateral hidrofoba (Figura 10}. lLas diferencias
estructurales de los diferentes capsaicinoides dependen del nimero de carbonos que
presente la cadena lateral hidréfoba. que va desde nueve hasta once carbonos de
fongitud. con un nimero variable de dobles enlaces situados en diferentes posiciones

a lo largo de fa cadena (Reves y col.. 2011).

oA

Figura 10. Regiones de la molécula de capsaicina. A) Anillo aromatico. B) Enlace amino. C)
Cadena iateral hidrofoba (Reyes v col., 2011).

2.7.1.4 Derivados/andlogos de la capsaicing

Los derivados de la capsaicina son compuestos que se obtienen a través de una o
varias modificaciones estructurales de la capsaicina mediante sintesis quimica o
enzimitica. lo que puede aumentar o disminuir su pungencia. La sintesis quimica de

[24]



Evaluacion biologica de dos Andlogos de Capsaicina en 12 Inhibicién de la Lipogénesis en Adipoeitos 3T3-L1

gstos andlogos, ha sido motivada para la basqueda de moléculas aisladas de la

capsaicina natural, que puedan actuar como sustitutos picantes. firmacos v otras

sustancias fitiles que sean medianamente o nada pungentes para e humano (Wang v

col.. 2009: Wang y col.. 2011).

2.7.2 La capsaicina v su importancia en la medicina

La capsaicina es y ha sido objeto de estudio de gran interés en todo el mundo. En los

altimos afios se han publicado alrededor de 3.900 articulos de investigacién clinica.

en los cuales se describen os multiples efectos que este compuesto tiene. Algunos de

estos trabajos se muestran a continuacion.

Szallasi y Blumberg (1999). fueron los primeros en demostrar que la
capsaicina provoca su accion ardiente mediante la activacion del canal
catibnico TRPV1 que se expresa sobre las terminaciones nerviosas

sensoriales (Szallasi y Blumberg. 1999: Cioffi. 2007).

Haanpaa y Treede (2012). repertan todos los estudios que se llevaron a
cabo para demostrar que la capsaicina. al actuar sobre el sistema nervioso
logra un efecto analgésico. ya que reduce la sustancia P. un péptido que
lleva los mensajes de dolor desde las terminaciones nerviosas de la piel
hasta el sisterna nervioso central. Estos resultades fueron muy
prometedores vy llevaron a estimular el use de Ja capsaicina como
analgésico para el tratamicnto del dolor en afecciones como la artritis
reumatoide. dolor muscular. lumbalgia y neuropatia diabética (Wong v

Gavva, 2008: Haanpaa v Treede. 2012).

Actualmente las investigaciones se enfocan hacia el efecto antiobesidad de este

compuesto v diversos estudios han reportado resultados interesantes al respecto.

Kang y colaboradores (2010). demostraron que la dieta suplementada
con capsaicina en murinos obesos resulta en la disminucion de peso
causade por trastormnos metabdlicos como la resistencia a la insulina y
estealosis hepatica. Estos efectos estan relacionados con Ia estimulacion
de la expresién de genes como PPAR —y y la activacidn del canal
TRPVI.
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¢ Joo y colaboradores (2010). evidenciaron que la aplicacion de un
tratamiento de capsaicina cn ratas con una dieta alta en grasas. reguia la
adipogénesis y disminuye el peso corporal en un 8 %. ademas de
disminuir significativamente el peso del tejido adiposo blanco.

e Lee v colaboradores (2010). reportaron que la capsaicina gjerce una
accion lipolitica en células adiposas de ratén 3T3-LI. por el incremento
de la hidrolisis de triglicéridos en los adipocitos. la cual es regulada por

la expresidén de multiples genes que estan involucrados en las vias

cataboélicas de 1os lipidos. como lo son PPAR —y v HSL.

2.7.3 Mecanismos de accion de la capsaicina
Hasta el memento no se ha descubierto el mecanismo por el cual la capsaicina ejerce
su efecto antiobesidad. sin embargo, estudies recientes han descrito dos posibles

modelos:

2.7.3.1 Receptor TRPV]

El receptor de la capsaicina es conocido como VR (Receptor Vanilloide subtipo 1},
el cual es un canal de intercambio catidnice. no selectivo. con alta permeabilidad al
calcio. que se localiza en las membranas plasmaticas de varias células, entre ellas los
adipocitos. Este receptor forma parte de la familia de canales idnicos que son
llamados canales con potencial transitorio de receptor tipe 1 (TRPVI). los cuales
pueden ser estimulados por calor o por estimulos quimicos. como la capsaicina y la
resiniferatoxina. productos de la clase vanilloide.

El primer modelo descrito por Zhang v colaboradores (2007), indica que la
capsaicina induce la activacion de TRPVI1 en lps preadipocitos e inhibe la
adipogénesis v la obesidad. En éste. se propone que la unidén de la capsaicina al
receptor VR de la membrana celular de los adipocitos. activa el canal TRPV1 para
desencadenar el incremento de calcio citosdlico. La acumulacion de calcio libre en el
citosol podria activar a la enzima Calcineurina. la cual podria desencadenar alguna
via de sefializacion intracetular que condujera a la inhibicién de importantes factores

de transcripeidn pro-adipogénicos como PPAR —y y C/EBP — « (Zhang y col.. 2007)
(Figura 11).
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PPARy C/EBPa

Inhibition of
Adipogenesis

Figura 11. Mccanismo de accién de la capsaicina propuesto por Zhang v col en el 2007. La
imagen fue 1omada de Cioffi, 2007,

2.7.3.2 Via de la caspasa-3

La capsasa-3 es un tipo de enzima miembro de la familia de las caspasas que al
activarse, dirige a las células hacia la apoptosis (muerte celular programada).
Ademas. se ha comprobado que la activacion de esta enzima. provoca la escision de
una gran cantidad de proteinas celulares clave, una de las cuales es la proteina PPAR
-y (Porter v Janicke. 1999). En este sentido. se ha demostrado que la capsaicina
estimula la expresién de la caspasa-3 en una manera dosis-dependiente. que conlleva
a la escision de PPAR-y. La proicina PPAR—-y se encuentra presente en gran
cantidad en los preadipocitos y es esencial para que a adipogénesis se lleve a cabo:
pot lo que la escision de esta proteina provocaria su inactivacion. v por consiguiente,

la inhibicion de la adipogénesis (Hsu v Yen. 2007).
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3

JUSTIFICACION

La obesidad es el trastorno metabélico mas frecuente y uno de los mayores desafios
de Salud Pablica a nivel mundial. considerada una enfermedad debido a que
disminuve la longevidad. la calidad de vida v la productividad econdémica de las
personas que la padecen. sobre todo en los casos de obesidad mérbida. México como
otros paises en vias de desarrollo. experimenta una transicién epidemiologica y
nutricional. ya que ¢l porcentaje de personas obesas se ha incrementado
drasticamente en los Gltimos afics. si se compara con un pasade de menor
disponibilidad de alimento v una mayor demanda de actividad fisica cotidiana.
cuando sélo el 10 % de los individuos padecian obesidad. Actualmente México
ocupa el segundo lugar en obesidad en adultos v el primer lugar en obesidad infantil
a nivel mundial (OMS. 2012). ¥ la mayor parte de las estrategias para su mangjo y
control se enfocan en fomentar la actividad fisica e informar a la poblacion sobre una
dieta correcta que disminuya el consumo de azdcares v grasas. Sin embargo estas
medidas no siempre son bien aprovechadas o simplemente no s¢ cumple con el
seguimiento adecuado. ya que ¢s muy dificil la modificacion del estilo de vida de una
persona.

Un método para favorecer la pérdida de peso en pacientes con obesidad es el
tratamiento farmacoldgice; actualmente existen muy poces farmacos que ayudan a
disminuir de peso y calmar la saciedad. es por eso que es de suma importancia la
blsqueda de nuevas moléculas que aporten un cfecto henéfico a las personas que
padecen esta enfermedad. va que a pesar de todo ain no existe un farmaco que pueda
ser considerade como un tratamienio eficaz y sobre todo mantener el efecto a largo
plazo. La capsaicina es una molécula natural ampliamente estudiada y su
introduccion en la farmacologia cientifica es reciente, ya que ha tenido resultados

positives, sobre todo como analgésico. v mds recientemente se ha demostrado un
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efecto en la inhibicion de la lipogénesis v adipogénesis en los adipocitos, sin
embargo, debido a su alta pungencia. dificulta su uso farmacoldgico para el
tratamiento para la obesidad. Actualmente la modificacion quimica de este tipo de
moléculas ha tenido gran impacto. va que se generan moléculas derivadas de la
original con nuevas propiedades: en el caso de la capsaicina. se generan compuestos
derivados mediaramente o nada pungentes. Por tanto, ¢s de suma importancia
comprobar si los derivados de la capsaicina menos pungentes, como olvanil y
VAMCS mantienen el efecto de la propia capsaicina, ya que de ser asi, podrian ser
utilizados como posibles farmacos naturales para favorecer la disminucién de peso y

mejorar la calidad de vida de las personas que padecen obesidad.
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4

HIPOTESIS

Los derivados de la capsaicina inhiben el proceso de lipogénesis en cultivo de

adipocitos 3T3-L1 independientemente del nivel de pungencia.

[30]
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5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar in vitro si la capacidad de inhibicién de la lipogénesis de la capsaicina y

sus derivados se relaciona con su nivel de pungencia.

5.2 Objetivos particulares
1.- Obtener adipocttos maduros a partir de preadipocitos 3T3-L1 v establecer {a dosis
de los derivados de la capsaicina sobre la lipogénesis.

2.- Determinar in vitro la viabilidad celular en los cultivos de adipocitos estimulados

con los compuestos a diferentes concentraciones.

3.- Evaluar el efecto de cada compuesto sobre ¢l proceso de lipogénesis en los

cultivos de adipocitos.

4.- Cuantificar el contenido de lipidos totales. triglicéridos intracelular v glicerol

libre en las muestras con tratamiento v las muestras control,
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6

MATERIAL Y METODOS

6.1 Cultivo v propagacion de las células 3T3-L1

La linca de fibroblastos 3T3-L1 se adquiri¢ de la ATCC No. de Cat. CL-173. Las
células se¢ sembraron en frascos de cultivo con medio DMEM 1x (DMEM SIGMA
No. de Cat. D6429. suero de Ternera al 10 % HYCLONE No. de Cat. SH30073. 1 %
Penicilina/Estreptomicina GIBCO No. de Cat. 10378 y 2 % Solucién Hepes SIGMA
No. de Cat. H3537). El cultivo se incubé a una temperatura constante de 37 °C en
una atmosfera de CO- al 5 %. y se cambid medio cada 78 h. Cuando el cultivo llego
a una confluencia entre el 70-80 %, las células se desprendieron con Fripsina-EDTA
al 0.5% (GIBCO No. de Cat. 25 30{-054) y se resembraron en placas de cultivo de
doce ¥ 24 pocillos segin ¢l experimento correspondiente.

Las células se criopreservaron con medio DMEM 1x. 3 % DMSO y se

almacenaron en un contenedor con nitrogeno liquido.

6.2 Diferenciacion in vitre de las células 3T3-L.1

Se sembraron 4.000 células 3T3-L1 por pozo en placas de doce pocillos y 2.000 en
placas de 24 pocillos. Se mantuvieron en medio DMEM 1x hasta que alcanzaron 100
% de confluencia. 2 dias después (Dia 0) se cambid el medio utilizando ¢l medio de
diferenciacion 1 (DMEM 1x. 10 % Suero Fetal Bovino (SFB). 3-isobutil -1-
metilxantina 0.5 mM. dexametasona 0.25 pM. insulina 5 pg/mL). 3 dias después
{Dia 3) se cambié nuevamente el medio con el medio de diferenciacidén 2 (DMEM
1x. 10 % SFB. insulina 5 pg/mL). A partir del dia cinco. se cambié medio cada dos
dias. Las células se consideraron totalmente diferenciadas v con fenotipo de

adipocito maduro a partir del dia 9 (Green ¥ Kehinde. 1973: Tang v Lane. 2012).
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6.3 Preparacidn de las moléculas de estudio

Los compucstos que se utilizaron para este estudio fueron: VAMCS, olvanil y
capsaicina (Cuadro 5). se disolvieron en dimetil sulféxide (DMSO) v se
almacenaron a -20 °C para su posterior uso.

Los cultivos de adipocitos se estimularon al dia nueve de diferenciacion a las
concentraciones de 30. 100 y 200 uM de cada molécula con un tiempe de exposicién
de 48 h (Hsu y Yen. 2007). Todos los tratamientos se hicieron por triplicado.

incluyendo una muestra sin ningdn tratamiento como control negativo y una muestra

con DMSO al 2 % para descartar posible interferencia con los resultados obtenidos.

Cuadro 5. Caracteristicas y propiedades de la capsaicina y derivados sintetizados de capsaicina.

. Compuesto: - B C AT I
" (Nombre comitin) - Estrnctm'a a3t o Pmpedladps B
g-meti |-N-vani Hik-6- CigHaaNO- . /\/\/I\./\/\f\/ Compuesto pungente,
noneamida {30541 gimoly /‘\/ ; 15x10" unidades Scoville:
(Capsaicina) (952 TLC] - polvo blanco sélido.
C16HasNO . Compucsto con pungencia
N-vanilliloctanoamida N /\/\h/\_)\/\/\/\ de 0.7 relativa a fa capsaicina
(VAMCS) (2737 g/mely e en unidades Scoville: Aceite
193% TLC} &mbar.
CaHiNOs | o mmm
N-vanilliloleamida " '\/‘\/ Compuesto no pungente,
{Olvanil) .0 g/moly i T polvo blance solido.
J5% TLC|

6.4 Evaluacion bioldgica de las muestras

6.4.1 Determinacidn del porcentaje de viabilidad celular por el método de MTT

La diferenciacién eclular se realizé en placas de 24 pocillos. La determinacion in
vitro del porcentaje de células viables se llevé a cabo por el sistema 3-(4.5
dimetiltiazol-2-i1) 2.5 bromuro difeniltetrazolio (MTT). para lo cual se utilizé un Kit
(SIGMA No. de Cat. TOXI-1kT). el cual mide la actividad de las células vivas a
través de las deshidrogenasas mitocondriales. Las deshidrogenasas mitecondriales de

células viables se unen a un anillo de tetrazolio. produciendo cristales pOrpuras de
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formazan. Los cristales se disuelven en isopropanol y la solucién plrpura resultante
se midid espectrofotométricamente a una longitud de onda de 370 nm. Se midié
también la absorbancia de fondo de la placa de 96 pocillos a 690 nm y se resto de la
medicién de 570 nm. para finalmente calcular la viabilidad celular de cada muestra
comparando la absorbancia de las mismas con la del control negativo. el cual

corresponde a las células sin tratamiento.

6.4.2 Determinacién del contenido de lipidos totales mediante la tincion de Rojo
Oleoso

La diferenciacion celular se realizo en placas de doce pocillos. Una vez pasadas las
48 h de exposicion a las moléculas. las células se fijaron con solucién de
formaldehido al 4 % durante 15 min a temperatura ambiente v se lavaron con
isopropanol al 60 %. Posteriormente. se les adigiond solucion de Rojo Oleoso
(SIGMA No de Cat. 09733: 5 mg/mL de isopropanol) por 20 min. Por altimo, la
placa se lavé dos veces con solucion salina y se observaron al microscopic para su
registro fotografico. La extraccién del colorante rojo se realizé con {sopropanol al 60
% (2 mL por pocillo) ¥ se midié espectrofotométricamente a una longitud de onda de
520 nm. El contenido de lipidos totales se expresa por medio del cociente de la
absorbancia de la muestra sobre el blanco multiplicado por cien. para obtener el

porcentaje de lipidos presentes en cada muestra.

6.4.3 Cuantificacién del contenido de Triglicéridos intracelular

La diferenciacién de las células 3T3-L] se llevo a cabe en placas de doce pocillos.
Una vez estimuladas las células, se retiré el sobrenadante de cada pocillo v se colectd
en microtubos Eppendorf® de 1.5 mL. Se almacenaron a 4 °C hasta su uso. Después
se adicion6 1 mL de solucidn de Tritén X-100 al 5 % en agua destilada a cada pocillo
y se desprendieron todas las células. Una vez que se tenian las células lisadas. se
colectaron en microtubos v se calentaron a 80-100 °C para obtener todo ¢l
triglicérido posible. Las muestras se centrifugaron a 2.500 rpm a 22 * C por 5 min. y
se hicieron diluciones 1:20 con agua destilada de todas las muestras. Una vez listas

las diluciones de las muestras. se llev) a cabo el ensayo de acuerdo al manual de

instrucciones que provee el kit.
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Para esta prueba se utilizé el kit cuantificacion de triglicéridos ABCAM® (No.
de Cat. ab65336). en el cual los triglicéridos son convertidos en acidos grasos y
glicerol al momento de adicicnar la enzima lipasa. Los reactivos incluidos en este kit.
estan disefiados para que el glicerol sea oxidado y reaccione con un reactive que
genera color. dicha reaccién se cuantificd a 370 nm en el espectrofotémetro. La

concentracion de triglicéridos se expresa en nmol/ulL.

6.4.4 Cuantificacidon del contenido de Glicerol libre

Para este ensavo se utilizd ¢l sobrenadante de cada pocillo que se colectd con
antertoridad para cuantificar €l glicerol que las células liberaron al medio. De igual
manera, se hicieron diluciones 1:20 de cada muestra con agua destilada. Para este
ensayo. se utilizé el kit de cuantificacion de glicerol ABCAM® (No. de Cat.
ADb65337). en ¢l cual el glicerol es enzimaticamente oxidade para reaccionar con un
reactivo que genera color. 1a reaccidn se cuantificd a 570 nm en el espectrofotémetro.
Todo el procedimiento del ensayo se llevd a cabo de acuerdo al manual de

instrucciones que provee el kit. La concentracion de glicerol se expresa en nmol/pL.

6.4.5 Andlisis de datos

Todos los datos se presentan como promedio £ desviacién estdndar. Los resultados
de las pruebas se analizaron por medio de un analisis d¢ varianza (ANOVA) de una
via mediante el paquete estadistico GraphPad Prism®:. considerando un valor de p <
0.05 como diferencia estadisticamente significativa. Cuando las diferencias
significativas fueron p < 0.05. se determinaron con la prueba estadistica de

comparacion miltiple de medias de Tukey-Kramer.
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7

RESULTADOS

7.1 Establecimiento y diferenciacion de las células 3T3-L1

Se obtuvieron adipocitos maduros a partir de un cultivo de preadipocitos. Los
adipocitos 3T3-L1 son considerados maduros a partir del dia 8 de diferenciacion in
vitro. ya que es posible observar los cambios secuenciales en su morfologia. que va
de un fibroblasto con multiples prolongaciones membranales (Figura 12). hasta
convertirse en un adipocito con todas sus caracteristicas distintivas.

Entre las caracteristicas mas evidentes se distinguen su forma redonda debido a
que las prolongaciones se contraen y en su citoplasma se observa la acumulacion de
triglicéridos almacenados en vesiculas. asi como el incremento en el tamano del

adipocito conforme la célula madura (Figura 13).

Figura 12. Fibroblastos 3T3-L1 en fase exponencial de crecimiento. Fotografias tomadas durante
la proliferacion celular en medio de crecimiento (DMEM 1x). a) El cultivo de preadipocitos tiene un
70 % de confluencia. b) Se observa un 100 % de confluencia en el cultivo. Ampliacion 10x.
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Figura 13. Caracterizacion morfolégica de adipocitos 3T3-L1 durante la diferenciacion in vitro.
a) adipocitos al dia 5 de diferenciacion, se aprecia que las células comienzan a contraerse y acumulan
trighcéridos (gotitas de grasa). b) adipocitos al dia 8 de diferenciacion, las células aumentan de
tamafio, asi como la cantidad de triglicéridos almacenados. Es posible observar claramente las
vesiculas de triglicéndos de mayor tamafio en el citoplasma. Se muestran imagenes en dos
ampliaciones: 20x y 40x

7.2 Efecto de las moléculas sobre la viabilidad celular

Una vez que se obtuvo el cultivo de adipocitos maduros, al dia nueve de
diferenciacion. las células se estimularon con diferentes concentraciones de cada
compuesto (50. 100 y 200 pM) v mantvieron en incubacion por 48 h. Este
experimento se llevé a cabo para evaluar la citotoxicidad de las moléculas en estudio.
la cual se determiné mediante ¢l método MTT. Las tres moléculas en estudio
disminuyeron significativamente el porcentaje de células viables en una manera
dosis-dependiente. ¢s decir. a mayor concentracion menor numero de células viables.
respecto al grupo control (Figura 14). Sin embargo, se observo un mayor efecto
citotoxico con el estimulo por capsacina en las tres concentraciones. que disminuy6
la viabilidad celular hasta en un 30 % en la concentracion mas alta de 200 uM. En
tanto que. el olvanil y el VAMCS disminuyeron también en alrededor del 20% en la

misma concentracion.
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Figura 14. Efecto citotoxico de olvanil, VAMCS y capsaicina sobre ¢l porcentaje de viabilidad
celular en adipocitos 3T3-L1. Las células fueron tratadas con O {Contrel), 50. 100 y 200 pM de los
compuestos, ¢ incubadas por 48 h. Se incluyé un control vehiculo que contenia la selucion de DMSQ
al 2 %. La citotoxicidad de los analogos de capsaicina fue dependiente de la concentracién. Los datos
se muestran en media + DE {triplicados),

7.3 Tincidn de las vesiculas lipidicas de los adipocitos 3T3-L1. Contenido de
lipidos totales acumulados ¢n las células
Una vez que los adipocitos fueron estimulados por 48 h. los cultivos fueron fijados y

tefiidos con una solucidn saturada de rojo oleoso. el cual se une especificamente a
triglicéridos (Figura 15). Se determind el porcentaje de lipidos totales presentes en
las células de cada tratamiento. Existe una disminucién en el porcentaje de colorante
cuantificado (Figura 16). y por tanto. en la acumulacién de triglicéridos en el
citoplasma con 100 y 200 uM de los tres compuestos. sin embargo se observa una
mayor disminucién de triglicéridos en las células tratadas con capsaicina. la cual ¢cs

dependiente de la concentracion.
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Figura 15. Tincién intracelular de lipidos. Adipocitos teilidos en cultivo in vitre al dia 8 de
diferenciacién. a) se observan grandes cantidades de triglicéridos empaquetados en el citoplasma
(gotas tefidas de rojo). b) fotografia en la que se observa claramente el nicleo desplazado hacia la
periferia v gotas de triglicéridos distribuidos en todo el citoplasma. Todas las imagenes fueron
tomadas después de ser teflidas. Ampliacion: 10 x y 40 x.

CUANTIFICACION DE COLORANTE EXTRAIDO DEL INTERIOR DE LAS CELULAS

Lipidos totales {%)

Figura 16. Cuantificacion de la acumulacién de triglicéridos en los adipocitos tratados con
olvanil, capsaicina y VAMCS a diferentes concentraciones. Los tres tratamientos disminuyeron la
acumulacion de triglicéridos de manera dependiente de la concentracion Las tres moléculas mostraron
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo control, sin embargo. el mayor efecto se
observa con capsaicina a 200 pM, que disminuy6 hasta en un 35 % los trighcéridos acumulados. Los
datos se muestran en media + DE (triplicados).
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7.4 Efecto de las moléculas sobre la acumulacion de triglicéridos en adipocitos
3T3-L1
La Figura 17. muestra el efecto dc los tres compuestos. capsaicina, olvanil y
VAMCS. en la inhibicion del contenido de triglicéridos intracelular acumulados en
los adipocitos. Los resultados demuestran que la inhibicién ocurre en una manera
dependiente de dosis cuando las células son expuestas a las moléculas a las
concentraciones de 0-200 pM. Nuevamente., el mayor cfecto se obscrva en el
tratamiento con capsaicina. disminuvendo el contenido de triglicéridos hasta en un
50 % con respecto al grupo control. ya que el promedio del contenido de triglicéridos
en las células sin tratamiento (control) fue de 4.20 nmol. mientras que el del
tratamiento con capsaicina a 200 pM fue de 2.12 nmol de triglicéridos.

Por otro lado, los tratamientos con olvanil y VAMCE. mostraron también
grandes diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control. lo
que significa que ambas meléculas también disminuyen. aunque en menor grado. la

cantidad de triglicéridos acumulados en los adipocitos.
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Figura 17. Efecto de olvanil, VAMCS y capsaicina cn la inhibicién del contenido de triglicéridos
intracelular en adipocitos 3T3-L1. Se observa claramente que Ta disminucidn de triglicéridos
acumulados en las células. es dependiente de la concentracién de las moléculas. Dicho efecto se
comienza a observar a una concentracién de 100 pM y aumenta en ios tres ¢asos a una concentracion
de 200 uM. Los datos se muestran en media = DE {triplicados).
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7.5 Efecto lipolitico de las moléculas en los adipocitos 3T3

Se examint el efcete lipolitico de olvanil. capsaicina v VAMCE midiendo la
liberacion de glicerol en el medic. Para este experimento. se colecto el sobrenadante
de cada pozo de la placa v se hicieron diluciones 1:10 de cada muestra con agua
destilada. La cantidad de glicerol en el medio incrementd de manera dependiente de
dosis. a mayor concentracién del compuesto, mayor glicerol liberado al medio
(Figura 18). Los tres compuestos tuvieron un efecte significativo a una
concentracidn de 200 pM con respecto al grupo control. El tratamiento con
capsaicina incremento el contenido de glicerol en el medio casi ¢l doble con respecto
al grupo control: en cuanto olvanil y capsaicina. ambas moléculas tuvieron un efecto

similar una con otra ¥ en menor grado con respecto a la capsaicina.
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Figura 18, Efecto de olvanil, capsaicina ¥y VAMCS a diferentes concentraciones sobre ¢l proceso
de lipolisis. Los adipocitos fueron tratados por 48 h con 30, 100 y 200 uM de los tres compuestos, y
un grupo contrel sin estimulo. Se observa que e} efecto es dependiente de la concentracion. El
tratamiento con las tres moléculas resulto en un incremento significativo en la cantidad de glicerol
libgrado al medio, lo cual nos indica que hubo una estimulacion de la lipolisis. Los datos se muestran
en media + DE (triplicados}.
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8

DISCUSION

En los dltimos afios. la obesidad se ha convertide en una epidemia tanto en paises
desarrollados como en desarrello, la cual es caracterizada por un incremento en ¢l
tejido adiposo. en donde los adipocitos juegan un papel central. La obesidad esta
asociada con altos riesgos a la salud para las personas que la padecen. Kennedy y
colaboradores (2010). propusieron que disminuir la proliferacidn de preadipocitos,
asi como el proceso de lipogénesis en adipocitos son alternativas para contrarrestar la
obesidad. En base a estos antecedentes. en este estudio se evalud el efecto de dos
derivados de capsaicina con menor grado de pungencia (olvanit ¥y VAMCS) en la
inhibicién de la lipogénesis en adipocitos maduros 3T3-L1 v se compard dicho
efecto con el de la capsaicina. para finalmente demostrar si la pungencia de estos

compuestos tiene relacion con su actividad biolégica en un modelo de obesidad.

8.1 Evaluacién de la citotoxicidad de olvanil y VAMCS

La prueba de MTT es uno de los métodes utilizados para evaluar el dafio que
provocan ciertos compuestos a las cétulas. En el presente estudio el mayor efecto se
observd a la mayor concentracion utilizada (200 uM): tanto clvanil como VAMCS
disminuyeron ¢l porcentaje de células viables en adipocitos 3T3-L1. sin embargo.
dicha citotoxicidad es menor si se compara con ¢l de la capsaicina. Estos resultados
concuerdan con el estudio de Hsu y Yen. quienes demostraron que un tratamiento
con altas concentraciones de capsaicina. desde 50 a 250 pM. disminuven hasta un 30
% de la poblacion celular 3T3-L1 e inducen apoptosis en las células en las que se
observa un incremento de la enzima capsasa-3 v la inhibicidn de la proteina PPAR —
y que se desencadena cuando 1a molécula se une a su receptor TRVP1 (Hsu ¥ Yen.
2007). Los resultados demuestran que a pesar de que 1a capsaicina demostrd ser mas
toxica. un tratamiento con olvanil ¥y VAMCS también disminuye el nimero de
céluias viables. [o cual representa un resultado positive ¥a que ambas moléculas son

MEnos pungentes.
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8.2 Evaluacion del efecto de las moléculas en la inhibicion de la lipogénesis

Los datos obtenidos en la cuantificacion de triglicéridos intracelular. comprobaron
gue la exposicion de los adipocitos 3T3-L1 a determinada concentracidén de
capsaicina generd una disminucién significativa en el contenido de triglicéridos
acumulados. concordando con los resultados reportados en trabajos anteriores (Lee y
col.. 2010). Nuevamente, s¢ observé gue tanto olvanil como VAMCS tienen también
un efecto de disminucion de lipidos en los adipocitos. cuando estos se exponen por
48 h a partir de una concentracion de 100 uM. Si estos datos se comparan con ¢l
grupo control, la reduccion de {a cantidad de triglicéridos acumulados en los tres
tratamientos es un indicador de una disminucion de la lipogénesis. siendo mayor en
el tratamiento con capsaicina. Lo anterior se puede deber a que. a nivel genético.
PPAR —y. principal gen que regula ¢l crecimiento v la diferenciacién del adipocito
mediante una cascada que controla la expresién de numerosos genes esenciales para
la acumulacion de lipidos. se encuentra inhibido debido a la unidn de los compuestos
a su receptor TRVP1. ¥ por lo tanto. la célula se ve afectada en la acumulacion

normal de triglicéridos (Kersten. 2001: Evans vy col.. 2004).

8.3 Olvanil y VAMCS promueven la lipélisis en adipocitos 3T3-L1

Se evalud el efecto de las moléculas sobre el procese de lipdlisis. cuantificando el
contenido de glicerol liberado al medio. Los resuftados obtenidos demostraron que la
disminucion de la acumulacidn de triglicéridos que se observd en los adipocitos
expuestos a las moléculas. se puede relacionar con el aumento de glicerol liberado al
medio. es decir. que existe una estimulacion de la lipdlisis en los tres tratamientos,
siendo mavor en ¢l tratamiento con capsaicina. va que el contenido de glicerol en el
medio es el doble si se compara con los resultados del grupo controi. Estos dates se
ven reforzados con lo publicado por Lee v colaboraderes (2011), que también logra
ver un efecto estimulador de Ja capsaicina sobre la lipélisis en cultivos in vitro de
adipocitos 3T3-L1. sin embargo. la concentracion utilizada fue de 10 uM. lo cual es
menor que la utilizada en este estudio. Con estos resultados se pudo demostrar que la
diferencia en la concentracion de los triglicéridos en los diferentes grupos tratados

con respecto al grupo control, pudiera ser por la estimulacién por parte de las
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moléculas. de la hidrdlisis y liberacidn de glicerol al exterior: asi como por la
citotoxicidad de los compuestos que causé la muerte de un determinado nimero de
células.

Una ventaja de una mayor estimulacion de la lipdlisis, es que los adipocitos
reducirian su tamarfio. y por consiguiente et tejido adiposo también. ya que parte de
los triglicéridos acumutados en las células se hidrolizarian por accién de las lipasas
con una liberacion de glicerol v acidos grases libres al exterior. lo cual podria
beneficiar a remover la grasa en algunas zonas especificas del cuerpo. Una
desventaja de que esto suceda. es que se acumularian los dcidos grasos libres. los
cuales al circular por el torrente sanguineo aumentarian los niveles de triglicéridos en
sangre pudiendo desencadenar graves consecuencias a la salud: sin embargo. si esta
estimulacién es combinada con ejercicio fisico. gran parte de los Acidos grasos libres
serian aprovechados por el tejido muscular v de esta manera s¢ mantendria un

equilibrio.

En resumen. en el presente trabajo se demostré que el tratamiento con olvanil y
VAMCS durante 48 h disminuye el proceso de lipogénesis, y aumenta la hidrélisis de
lipidos en adipocitos maduros 3T3-L1. Aunque la capsaicina logra tener un mayor
cfecto tanto citotoxico como lipolitico. los resultados obtenidos en este trabajo
comprueban que ¢] nivel de pungencia ne determina €] grado de accidn de estas
moléculas, ya que olvanil a pesar de que es una molécula no pungente. tuvo un efecto
parecido al de VAMCS. la cual es medianamente pungente. Esto. nos lleva a pensar
que existe una parte en la estructura quimica de las moléculas, diferente a la
responsable de estimular [a sensacion de pungencia. que es crucial para que &stas
puedan unirse a su receptor v causar el efecto ya conocido. sin embargo faltan
muchos estudios que ayuden a comprender mejor el mecanismo por el cual estas
moléculas influyen sobre el metabolismo lipidico en el modelo estudiado (células

3T3-L1).
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CONCLUSIONES

En ¢l presente trabajo se demostré que exisle una correlacién entre la concentracién
de capsaicina y sus derivados (VAMCS v olvanil), con ¢l porcentaje de células 3T3-
L1 viables. es decir. la citotoxicidad de las tres moléculas ocurre en una manera
dosis-dependiente. Asi mismo. se determind que dicho efecto se aprecia a partir de

una cencentracion de 100 pM.

Un tratamicnte con olvanil v VAMCS a 100 uM. reduce la acumulacion de

triglicéridos e incrementa la hidrélisis de lipidos en adipocitos 3T3-L1.

A pesar de que olvanil es una molécula sin pungencia. si hubo un efecto

signiftcativo en la reduccidn de triglicéridos acumulados en las células 3T3-L1.

Los resultados indican que el efecto de disminucién de triglicéridos intracelular
que se observo. es una consecuencia de la estimulacién de la hidrélisis de lipidos

{lip6lisis) que se desencadend cuando las células fueron tratadas con las tres

moléculas.

El efecto observado en el tratamiento con VAMCS es muy similar al de olvanil,
lo cual nos lleva a concluir que olvanil resulta ser una molécula de mayor interés
cientifico y tecnologico. va que muestra un efecto bioldgico sin tener un efecto
pungente, a comparacion de VAMCS. que a pesar de que tiene efectos biolégicos

significativos. es una moiécula medianamente pungente comparada con capsaicina.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos llevan a concluir que el nivel
de pungencia en dichas moléculas no influye totalmente en su efecto lipolitico, vy
pareciera ser que se trata de un efecto multifactorial. Sin embargo. ain faltan muchos
estudios que avuden a descubrir cuales otros factores influyen para que dichas

moléculas tengan un efecto sobre el metabolismo de los adipocitos 3T3-L1.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos a partir de los estudios presentados en esta tesis resultan
relevantes y promisorios. sin embargo ain quedan cuestiones por resolver., entre las

que se pueden mencionar:

s  Probar el efecto de olvanil y VAMCS en el proceso de adipegénesis,

estimulando las células al inicio y durante de la diferenciacion.

+ Describir el mecanismo por la que estas meléculas logran un efecto sobre el
metabolismo lipidico de los adipocitos. por ejemplo cuantificar el gen PPAR

—y en los diferentes tratamientos y ver si este se encucntra inhibido en

comparacidn con células tratadas.

« Estudiar los genes que participan en el proceso de lipolisis de los adipocitos y
determinar si se encuentran sobre-expresados cuando las células 3T3-L1 se

exponen a los diferentes analogos de la capsaicina.

¢ Probar otros compuestos andlogos de la capsaicina con  diferentes
modificaciones estructurales v estudiar si el efecto se modifica. con el fin de
describir la relacion estructura- efecto biologico y poder realizar estudios /in

vivo.
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