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Resumen

Eupatilina y 5,6,3’-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona modulan diferencialmente la
adipogénesis células de mamiferos

La obesidad es un problema de salud mundial, y una condicién que se caracteriza por la
hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos, en la que la diferenciacion adiposa juega un
papel importante. La diferenciacion adiposa es regulada por factores de transcripcion,
como PPARy y C/EBPa, que desencadenan una cascada de sefales que activan la
maquinaria de sintesis de lipidos. Estudios previos muestran que flavonoides como
Eupatilina (EUP) inhiben la activacion de PPARy y C/EBPa en preadipocitos 3T3-L1, pero
se desconoce si tienen el mismo efecto sobre todos los linajes de preadipocitos. Los
efectos de otros flavonoides como 5,6,3’-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM) sobre la
adipogénesis se desconocen. Nosotros purificamos EUP y DIM de Salvia amarissima y
analizamos su efecto sobre la adipogénesis en preadipocitos muridos 3T3-F442A y
preadipocitos humanos subcutaneos primarios, mediante la acumulacion lipidica y el
analisis de la expresion de PPARy y C/EBPa. En preadipocitos 3T3-F442A se observd
que EUP (10 pM) tiene un efecto anti-adipogénico al bloquear la acumulacion lipidica y la
expresion de PPARy y CEBPa. Mientras que, DIM (10 uM) bloque6 la adipogénesis sobre
preadipocitos humanos al disminuir la expresion de PPARy y CEBPa. Los resultados
sugieren que estos flavonoides son potenciales candidatos para estudios posteriores
sobre adipogénesis.

PALABRAS CLAVE. Eupatilina (EUP), 5,6,3'-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM),
adipogénesis, PPARy y CEBPa
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Abstract

Eupatilin and 5,6,3'-trihydroxy-7,4'-dimethoxy fllavone differentially modulate
mammalian cell adipogenesis

Obesity is a global health problem, which is characterized by hyperplasia and hypertrophy
of adipocytes, where the additive difference plays an important role. Adipose differentiation
is regulated by transcription factors, such as PPARy and C/EBPa, which trigger a cascade
of signals that activate the lipid synthesis machinery. Previous studies show that
flavonoids such as Eupatilin (EUP) inhibit PPARy activation and C/EBPa in 3T3-L1
preadipocytes, but it is unknown if they have the same effect on all preadipocyte lineages.
The effects of other flavonoids such as 5,6,3'-trihydroxy-7,4'-dimethoxyflavone (DIM) on
adipogenesis are unknown. We purified EUP and DIM of Salvia amarissima and analyzed
its effect on adipogenesis in murine preadipocytes 3T3-F442A and primary subcutaneous
human preadipocytes, through lipid accumulation and analysis of the expression of PPARy
and C / EBPa. In preadipocytes 3T3-F442A it was observed that EUP (10 uM) has an anti-
adipogenic effect by blocking the lipid accumulation and the expression of PPARy and
CEBPa. While, DIM (10 uM) blocked adipogenesis on human preadipocytes by decreasing
the expression of PPARy and CEBPa. The results suggest that these flavonoids are
potential candidates for further studies on adipogenesis.

KEY WORDS. Eupatilin (EUP), 5,6,3'-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavone (DIM), adipogenesis,
PPARy and CEBPa
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INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad se han identificado como factores de riesgo para varias
enfermedades, como problemas cardiovasculares, la diabetes y el cancer [1-3]. En
los ultimos afios, la obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas a escala
mundial, segun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada afio
mueren, como minimo, 2,8 millones de personas a causa de esta enfermedad

metabdlica.

La obesidad se caracteriza por la acumulaciéon excesiva de grasa, asociada al
incremento en numero (hiperplasia) y tamafio (hipertrofia) de los adipocitos [5].
Los preadipocitos para convertirse en adipocitos llevan a cabo un proceso
conocido como adipogénesis. En el que existe una serie de etapas que incluyen
proliferacion, detencion del crecimiento, expansioén clonal y diferenciacion terminal
[6]. Dando como resultado final la sintesis de acidos grasos vy triglicéridos [6-7].
Todas las etapas se encuentran altamente reguladas, y aunque todavia no se
conoce por completo todo el proceso de regulacion de la adipogénesis, se han
encontrado multiples factores de transcripcidon involucrados que promueven o

inhiben este proceso [6, 8, 9].

Dichos factores, se involucran de diferentes formas y en diferentes etapas de la
adipogénesis [9]. Los primeros eventos incluyen la activacion de miembros de la
familia de factores de transcripcion AP-1 (del inglés, Activator protein 1), con una
posterior induccion de PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor

Gamma) [6,10]. Otros factores de transcripcién que facilitan la maduracién de los



adipocitos, son los miembros de la familia de proteinas KLF (Kruppel-like family),
SREBP-1 (Sterol regulatory element-binding protein 1) y los miembros de la familia
C/EBPs (CCAAT/enhancer-binding protein) [11]. También existen factores anti-
adipogénicos, que bloquean la diferenciacion adiposa, como son Pref-1
(Preadipocyte factor 1), TGFB (Transforming growth factor ) y miembros de las

familias GATA y Wnt [11-13].

Investigaciones recientes, como la de Hadrich y Sayadi en 2018 han encontrado
que algunos flavonoides como apigetrina tienen efecto anti-adipogénico, al inhibir
o estimular la expresion de algunos factores de transcripcién. Los flavonoides, son
metabolitos secundarios presentes en varias especies de plantas, que han
demostrado su efecto sobre patologias cronicas como eventos coronarios,
enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad, entre otros. Estos beneficios
son asociado a alguna de sus propiedades, como su capacidad reductora
(propiedades antioxidantes por donacion de electrones o atomos de H) y su

capacidad de interactuar con las proteinas [16-18].

Salvia amarissima o Salvia circinata, es una especie endémica de México [14]
usada en la medicina tradicional para tratar principalmente ulceras, cancer y
diabetes [15]. Existen muy pocas investigaciones sobre esta planta, una de las
mas relevantes es la realizada por Mata y colaboradores (2017) donde se le
atribuye un efecto inhibidor de a-glucosidasa como posible tratamiento contra
diabetes, asociado a flavonoides como apigenin-7-O-3-D-glucésido, pedalitina y
2-(3,4-dimetoxifenil)-5,6-dihidroxi-7-metoxi-4H-cromen-4-ona presentes en la

planta.



Por lo que, el objetivo de este trabajo fue la extraccién y purificaciéon de
flavonoides a partir de Salvia amarissima, y el analisis de su efecto sobre la
adipogénesis en preadipocitos muridos 3T3-F442A y preadipocitos de tejido

subcutaneo humano.



MATERIALES Y METODOS

Purificacién y caracterizacion de flavonoides de S. amarissima

Las hojas y flores de Salvia amarissima recolectadas en agosto de 2017 en
Teotihuacan, Estado de México, se secaron a temperatura ambiente durante dos
meses. El material vegetal seco pulverizado (3.5 kg) se extrajo por maceracion
con acetona (10 L, 3 veces), durante 48 horas. EIl extracto se filtr6 para eliminar
los sdlidos y se concentrd en un rotaevaporador (Buchi R-100) a 60°C y 280 mbar.
El extracto de acetona (190 g) se disolvié en Hexano (Hex) caliente (50°C) (0.5 L)
y se extrajo con una mezcla de Metanol/agua (MeOH/H2O 80:20) (300 mL, 4
veces). La fraccidon hexanica se descarté y la fraccion acuosa se concentré a una
quinta parte de su volumen. Al residuo se adicionaron 150 mL de agua y se
sometio a particion con acetato de etilo (AcOEt) caliente (50°C) (300 mL, 4 veces).
Después de evaporar los disolventes, se obtuvieron 4.2 g de la fraccién acuosa y
11.6 g de la fracciéon de AcOEt. Esta ultima se fraccion6 (Fig. 1) hasta obtener

compuestos puros.

La fraccion de AcOEt se adsorbio en silica gel (Merck, 63-200 um) y se someti6 a
cromatografia en columna (CC) por gravedad (4.5 cm diametro (D), 10.0 cm altura
(h), fracciones (frs) 500 mL) usando como sistema de elucion los gradientes de
solventes: Hex/AcOEt 8:2, Hex/AcOEt 7:3, Hex/AcOEt 6:4, Hex/AcOEt 5:5,
Hex/AcOEt 4:6 y AcOEt, de los cuales se obtuvieron diferentes numeros de

fracciones como se aprecia en el material suplementario 1.
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Los cuadros en gris indican las fracciones seleccionadas para posteriores fraccionamientos con base en las caracteristicas que

presentaban en TLC. Las estructuras fueron determinadas mediante RNM 'H y '3C.



Las fracciones se concentraron por destilacion a presion reducida y se analizaron
por cromatografia en capa fina (TLC) en placas de silica gel utilizando diferentes
sistemas de disolventes. Las placas se revelaron con sulfato cérico en acido
sulfurico 2N. Las fracciones se agruparon de la siguiente manera: frs 1-5 (F1), frs
6-7 (F2), frs 8-12 (F3), frs 13-19 (F4), frs 20-30 (F5), frs 31-35 (F6), frs 36-39 (F6),
frs 40-47 (F7), frs 48-49 (F8), fr 50 (F9), fr 51 (F10), fr 52 (F11), fr 53 (F12), frs 54-

55 (F13), frs 56-58 (F14).

El compuesto 1 se obtuvo por CC (2.8 cm D, 8 cm h, frs 50 mL) de la fraccion F8
(0.93 g), utilizando los gradientes de Hex/Diclorometano (CH2Cl2)/MeOH,;
48:50:02, 45:50:05 y 40:50:10. De acuerdo al analisis por TLC, las fracciones se
reunieron de la siguiente manera: frs 1-16 (F8.1), frs 17-21 (F8.2), frs 22-42 (F8.3),

frs 43-44 (F8.4).

La fraccion F8.3 (0.7563 g) fue nuevamente fraccionada en CC de gel de silice
(2.8 cm D, 8 cm h, frs 25 mL), utilizando como eluyente Hexano/CH2Clo/MeOH
(45:50:05). Se obtuvieron 24 fracciones las cuales se analizaron por TLC y se
agruparon en: frs 1-9 (F8.3a), frs 10-13 (F8.3b), frs 14-20 (F8.3c) y frs 21-24
(F8.3d). De la fraccién F8.3b (161.40 mg) se obtuvo un sélido cristalino que se
aislé lavando con volumenes de 3 mL de acetona y CH2Cl> hasta la formacién de

cristales (que indica la presencia de un compuesto puro).

Para obtener el compuesto 2, de la fraccién F5 (4.80 g) se monté en CC de gel de
silice (4.5 cm D, 8 cm h, frs 125 mL) usando los siguientes gradientes de elucién

de Hex/AcOEt: 3:1, 7:3, 6:4, 5:5 y 3:7. Se agruparon por TLC de la siguiente



forma: frs 1-5 (F5.1), frs 6-8 (F5.2), frs 9-12 (F5.3), frs 13-20 (F5.4), frs 21-28

(F5.5), frs 29-30 (F5.6), frs 31-35 (F5.7) y frs 36-40 (F5.8).

La fraccion F5.5 (0.39 g) se sometié a CC de gel de silice (2.8 cm D, 8 cm h, frs 50
mL), eluyendo con los siguientes gradientes de cloroformo (CHCI3)/MeOH: 10:1,
99.5:0.5, 99:1, 98:2, 96:4 y 9:1. Las fracciones se analizaron por TLC y se
agruparon de la siguiente manera: frs 1-15 (F5.5a), frs 16-21 (F5.5b), frs 22-32
(F5.5¢c), frs 33-35 (F5.5d), frs 36-38 (F5.5e), frs 39-43 (F5.5f), frs 44-46 (F5.59).
Donde fraccion F5.5b (218.0 mg) se recristaliz6 con lavados de acetona y se

analiz6 para determinar el compuesto obtenido.

El compuesto 3, se obtuvo a partir de la fraccién F4 (2.14 g), la cual se sometio a
CC de gel de silice (2.25 cm D, 10 cm h, frs 125 mL), eluyendo con un gradiente
de Hex/AcOEt 7:3, 6:4 y 5:5. Estas se analizaron por TLC si agruparon de la
siguiente manera: frs 1-4 (F4.1), frs 5-7 (F4.2), frs 8-11 (F4.3), frs 12-16 (F4.4), frs
17-25 (F4.5), frs 25-28 (F4.6) y frs de 29-34 (F4.7). De las cuales la fraccién F4.4

(16.6 mg), se cristalizé y se analizé.

Los tres compuestos se analizaron mediante Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) de '3C e 'H, asi como de espectroscopia de correlacion (COrrelation
SpectroscopY) (COSY) en el Instituto de Quimica de la UNAM para determinar su

estructura quimica.

Cultivo celular



Los preadipocitos muridos 3T3-F442A se cultivaron con medio L15 (Gibco)
suplementado con 10% de suero de ternera (HyClone) (Medio basal; MB) a 37°C

en una atmosfera humeda libre de intercambio de gases.

Preadipocitos humanos de tejido subcutaneo (HAST) derivados de una biopsia de
tejido subcutaneo inguinal de un paciente masculino de 20 meses de edad, tratado
por sindactila (A. Montoya Contreras, resultados no publicados), se cultivaron en
un ambiente humedo a 37°C, en medio L15 suplementado con 5% de suero de
ternera, 5% de suero bovino fetal (HyClone) y antibioticos (penicilina 80 U/ml y

estreptomicina 80 ug/ml) (Medio basal; MB).

Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné por recuento directo en camara de Neubauer a
las 48 y 96 horas. Ambos tipos celulares se sembraron en placas de 24 pozos a
una concentracion de 1x104 células/pozo en MB. A las 24 horas las células se
expusieron a diferentes concentraciones de ambos compuestos; las células 3T3-
F442A (100 uM y 50 uM) y las células HAST (10 uM, 30 uM y 50 uM), cambio de

medio cada 48 horas.

Los compuestos DIM y EUP se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) y se

aplicaron sin que el DMSO excediera al 0.1% del volumen en el medio de cultivo.

Diferenciacién adiposa

Los preadipocitos 3T3-F442A fueron sembrados en placas de 24 pocillos a una
concentracion de 1x10* células/pozo en MB, a las 24 h fueron inducidas a las

diferentes condiciones: MA: medio adipogénico (L15, 10 % ST, glucosa 0.5 g/L,
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biotina 1 yM e insulina 5 pg/ml), MA+RA 1 uyM: MA con acido retinoico (1 uM),
MA+DIM 10 yM: MA con DIM (10 uM), MA+DIM 20 uM: MA con DIM (20 uM),
MA+EUP 10 uM: MA con EUP (10 uM) y MA+EUP 20 uyM: MA con EUP (20 uM),
con cambio de medio cada dos dias. A los 11 dias se realizé un recuento celular

en camara de neubauer, en el cual se contaron adipocitos y células totales.

Los preadipocitos HAST fueron sembrados en placas de 24 pocillos a una
concentracion de 2x104 células/pozo en MB. Transcurridas 24 h se les adicionaron
los tratamientos los cuales fueron MB, MI: Medio de induccion (L15, SBF 5%, ST
5%, insulina 1 yM, d-biotina 33 uM, pantotenato de calcio 17 pM, cortisol 100 nM,
T/T3 5 pyg/mL/2 nM, dexametasona 100 nm, IBMX 500 uM, rosiglitazona 1 uM vy
penicilina/estreptomicina 80 U/mL/80 pg/mL), MI+RA 0.1 pM: MI con acido
retinoico (1 uM), y Ml con EUP y DIM a concentraciones de 10, 20 y 30 uM,
respectivamente. A los siete dias los tratamientos con medio de induccion se
cambiaron a medio de mantenimiento (MM) (L15, SBF 5%, ST 5%, insulina 1 yM,
d-biotina 33 uM, pantotenato de calcio 17 yM, cortisol 100 nM, T/T3 5 pg/mL/2 nM
y penicilina/estreptomicina 80 U/mL/80 pg/mL) en los que se mantuvieron las
mismas concentraciones de los flavonoides. Cada 48 hrs se realiz6 cambio de

medio durante 21 dias.

Tincién con rojo oleoso O

Los preadipocitos 3T3-F442A se sembraron en placas de 24 pocillos y se
sometieron a diferenciacion de la misma forma que en el experimento previo.
Transcurridos los 11 dias posteriores a la induccion, las células fueron fijjadas con
formaldehido y se incubaron por 30 min a 4°C. Se retird el exceso de formaldehido
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y se agrego el rojo oleoso, incubando durante 4 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se lavo el exceso de rojo oleoso y la acumulacién lipidica
fue observada en el microscopio invertido (Leica) con un aumento de 20x.
Posteriormente se hizo la extraccion del colorante utilizando isopropanol y se

cuantifico en el espectrofotdmetro (JENWAY) a 510 nm.

Expresion génica mediante PCR punto final

Al término de la diferenciacion adiposa de los preadipocitos 3T3-F442A y HAST,
se realizd un lavado con PBS-DEPC vy se realizo la extraccion de RNA total. La
cual se llevé a cabo mediante el uso de TRIzoL (Invitrogen) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante, el RNA fue cuantificado en el equipo Epoch
(BioTek) y se evaluo su integridad mediante un gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio. El retrotranscrito (cDNA) fue obtenido a partir de 1 ug de RNA
total en un volumen de reacciéon de 25 L, el cual ademas contenia buffer RT 4 L,
dNTPs 0.5 mM, RNasin 25 U y M-MLV RT 200 U/uL, el cual se colocé a 42°C por
90 min en el termociclador (BioRad). EI cDNA fue cuantificado en Epoch y se
utilizé 1 pug de este para realizar una reaccion en cadena de polimerasa (PCR),
para la cual también se requirié buffer de reaccién 3 pL, dNTPs 200 uM, MgCl> 1.5
mM, Go Taq Flexi DNA Polymerase 1.25 U y primers especificos 0.2 uM

mencionados en la tabla 1 para cada gen, en un volumen final de 15 L.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al

1.5% (90 V, 50 min), tefiidos con bromuro de etidio.
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Tabla 1. Secuencias de primers especificos utilizados

Amplicén

RNAmM Secuencias (pb)
fw. GAAGGTGGTGAAGCAGGCGT

GADPH rv. ATGTGGGCCATGAGGTCCACCA 226
fw. GGCAAAGCCAAGAAGTCGGTGG

CEBPa rv. AGCGTGTCCAGTTCACGGCTCA 200
fw. GCATCAGGCTTCCACTATGG

PPARy rv. ACCTGATGGCATTGTGAGAC 193

Analisis estadisticos

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes mediante un analisis de varianza simple (ANOVA)
realizada en Statgraphics Centurion (version 18.1.11). Los valores de P <0,05 se

consideraron para indicar diferencias significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de los flavonoides

Los espectros obtenidos por RMN de 'H (Fig. 2), 'C y COSY (ver material

suplementario), se analizaron para determinar la estructura de los compuestos.

OH O | ‘
5,7, 4'-Trihidroxiflavona { l |
Apigenina ) | il Al |
(API1) 2 b A AA > A 1

il e oollecalie o ool

OH O
5,6,3'-trihidroxi-7,4'-dimetoxiflavona
(DIM) 2, l J l

Eupatilina
(EUP)

5,6-Dihidroxi-7,3',4'-trimetoxiflavona } \

LJ | L LL‘,U

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
135 12.5 11.5 10.5 95 9.0 85 80 75 ¢ 7(40 )6,5 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
1 (ppm,

Fig. 2 Identificacion de 5,6,3’-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM), eupatilina (EUP) y apigenina (API)
por RNM 'H

Espectros obtenidos por RMN de 'H de los compuestos obtenidos 1 (DIM), 2 (EUP) y 3 (API), que
junto con los otros espectros analizados ('*C Y COSY; ver material suplementario), permitieron

determinar las estructuras quimicas de estos.

Los compuestos obtenidos fueron tres flavonas, identificadas como 5,6,3'-

trinidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM, 1); 5,6-dihidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona o
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eupatilina para el compuesto (EUP, 2) y 5,7,4’-trihidroxiflavona o apigenina (API,

3). Las estructuras se confirmaron en la base de datos PubChem [19].

Para efectos de este trabajo sélo se realizaron analisis sobre el efecto de 5,6,3’-
trinidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM) y de 5,6-dihidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona o

eupatilina para el compuesto (EUP).

Ensayo de viabilidad celular utilizando DIM y EUP

Para determinar las concentraciones inocuas de DIM y EUP que se utilizaron en
los experimentos siguientes, se realizd un recuento de preadipocitos 3T3-F442A
con dos concentraciones diferentes de cada flavona, ademas, se utilizé un

tratamiento control con el vehiculo (DMSO al 0.1%) (Fig. 3).

'R
o
o
N
o
Q.
S
Q.
8
S Fig. 3. Efecto de DIM y EUP sobre la viabilidad
8 —o— MB celular de 3T3-F442A. Preadipocitos 3T3-F442A se
1 O— MB+DMSO0.1% | | sembraron (1x10% células/pozo) en medio basal. A
—v— MB+EUP 50uM ] .
I —A— MB+EUP 100uM las 24 horas los cultivos se realimentaron con MB,
—&— MB+DIMS50pM MB+DMSO 0.1%, MB con eupatilina (EUP) o MB
—O— MB+DIM 100uM o ] )
con 5,6,3-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM) a las
T T T T concentraciones sefialadas. Los dias indicados se
0 1 2 3 4

realizaron recuentos celulares en un hematimetro.
Dias de cultivo
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Los resultados muestran que las concentraciones de 100 uM de EUP y DIM
disminuyen la proliferacion celular, ya que desde el segundo dia de cultivo se
aprecia que el recuento celular es menor respecto a los controles. En cambio con
concentraciones de 50 uM de ambas flavonas no se tuvo una diferencia en el

numero de células respecto a los controles (MB y MB+DMSO 0.1%).

Por otro lado, en preadipocitos HAST (Fig. 4) se aprecia que ninguna de las
concentraciones utilizadas de DIM y EUP resultaron ser dafinas para las células,
ya que todas presentaron un efecto similar a los controles utilizados (MB y
MB+DMSO 0.1%). Por lo que concentraciones de 50 uM resultan ser inocuas para

ambos linajes de preadipocitos y pueden ser usadas en estudios posteriores.

10 104
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7] ] —o— MB
8 —e— MB o
_O_ 0,
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o © —v— MB+EUP 1uM
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I M
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0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
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Fig. 4 Efecto de DIM y EUP sobre la viabilidad celular de HAST

Células HAST se sembraron (1x10* células/pozo) en MB: medio basal, a las 24 horas se cambiaron a MB,
MB+DMSO 0.1% (controles positivos), MB con eupatilina (EUP) y 5,6,3-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM) a
diferentes concentraciones. Se realiz6 recuento celular cada 48 horas durante 4 dias.
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Efecto de DIM y EUP sobre la diferenciacién celular de preadipocitos 3T3-
F442A

Las células 3T3-F442A se sometieron a diferenciacion adiposa mediante el uso
de medio adipogénico (MA), el cual cuenta con compuestos que promueven la
diferenciacion. Para los tratamientos con DIM y EUP, se utilizaron concentraciones
de 10 y 20 yM para cada uno y se utilizé acido retinoico a 1 yM como control

positivo inhibitorio de la adipogénesis (Fig. 5).
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Fig. 5. Efecto de DIM y EUP sobre la diferenciacion adiposa de preadipocitos 3T3-F442A.

Preadipocitos 3T3-F442A se sembraron (1x10* células/pozo) con medio basal. A las 24 horas, los cultivos se
realimentaron con medio adipogénico (MA), MA con &acido retinoico (RA), MA con eupatilina (EUP) o MA con
5,6,3-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM) a las concentraciones sefaladas. Once dias después se
determinaron las células totales y diferenciadas en cada tratamiento. Los datos se presentan como la media +
EEM de 6 experimentos independientes realizados en tratamientos por duplicado Los asteriscos sefalan

diferencias significativas respecto al control MA (*, P < 0.05; **,0.01).
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Transcurrido el tiempo establecido de 11 dias, se realizd recuento celular, donde
se contaron células viables totales y adipocitos. En estos resultados se observé
que la proliferacion celular de los tratamientos con las flavonas no tiene diferencia
significativa respecto al control con MA. Con lo que se puede inferir que durante
todo el tiempo en el que las células estuvieron sometidas a los tratamientos, no

existieron factores o condiciones que afectaran el desarrollo de las células.

El acido retinoico (RA) fue utilizado como un control positivo que inhibe la
adipogénesis, Kuri-Harcuch y colaboradores (1982) demostraron que RA a una
concentracion de 1 uM inhibe la conversién adiposa en células 3T3-F442A. Sin
embargo, algunas células lograron diferenciarse (20%), esto es debido a que estas
células ya estaban comprometidas a la diferenciacion antes de estar sometidas al
tratamiento con RA, el cual sélo actua en preconfluencia, lo que se considera

diferenciacion de fondo [20].

En lo que respecta a los flavonoides, con DIM (10 uM) hubo una diferenciacién de
preadipocitos a adipocitos del 75.76%, la cual es mayor que el control con MA.
Mientras que a 20 uM se obtuvo un porcentaje de conversién celular de 67.47%, la
cual no muestra diferencia significativa con el control con MA. Mientras que con
EUP, a una concentracion de 20 uyM se obtuvo una conversion adiposa del
24.79%, igual al control con RA. EUP (10 uM) obtuvo una conversion adiposa del
32.17%, que aunque es mayor que el control de RA, si hubo un efecto inhibitorio.
Por lo que, EUP a partir de 10 uM tiene un efecto de bloqueo sobre la

adipogénesis.

Acumulacién lipidica en células 3T3-F442A sometidas a EUP y DIM
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Para confirmar la informacion obtenida anteriormente, se realizé la prueba de rojo
oleoso O, en el cual se tifien los lipidos que la célula acumula. Las células se
sometieron a las condiciones del tratamiento anterior, se fijaron y se tifieron, para

tomar fotografias en el microscopio 6ptico (Fig. 6).

Fig. 6 Efecto de DIM y EUP sobre la acumulacioén lipidica en 3T3-F442A.

Preadipocitos 3T3-F442A se sembraron (1x10* células/pozo) con medio basal y 24 horas después se
realimentaron con medio adipogénico (MA) MA con acido retinoico (RA), MA con eupatilina (EUP), o MA con
5,6,3'-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM) a las concentraciones indicadas. Luego de 11 dias de tratamiento,

las células se fijaron con formaldehido al 3% y se tifieron con rojo oleoso O.
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En las fotografias de las células sometidas a DIM a 10 yM y 20 uM se aprecia
acumulaciéon de gotas lipidicas igual que el control con MA, lo cual se asocia a la
alta cantidad de preadipocitos diferenciados. En el control con RA la acumulacién
gotas de lipidos es casi nula. Mientras que, en los tratamientos de EUP a 10 uM y
20 uM, las células no lograron diferenciarse en su mayoria, por las gotas de lipidos

son menores que el control MA.

Después se extrajo el rojo oleoso y se realizo la cuantificacion de las absorbancias
a 510 nm de cada tratamiento, que fueron normalizadas para obtener el porcentaje
total de acumulacion lipidica en cada tratamiento, donde el control con MA se
considera el 100% de acumulacion lipidica y el control de RA es el 0% de

acumulacion lipidica (Fig. 7).

En los tratamientos donde se utilizd DIM; a una concentracion de 10 yM el
porcentaje de acumulacion lipidica fue de 104.68%, que es mayor que el
tratamiento control con MA. Para DIM (20 pM) el resultado fue 80.30% de
acumulacion lipidica, que es menor al control con MA. Las células condicionadas a
EUP tanto 10 uM como 20 uM, tuvieron un porcentaje de acumulacién nulo, igual
al tratamiento control de acido retinoico (RA). Lo anterior corrobora que EUP actua

bloqueando la adipogénesis.
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Fig. 7. Efecto de DIM y EUP sobre la acumulacioén lipidica en adipocitos 3T3-F442A.

Preadipocitos 3T3-F442A se sembraron (1x10* células/pozo) en medio basal y 24 horas después se
realimentaron con medio adipogénico (MA), MA con acido retinoico (RA), MA con eupatilina (EUP) o MA con
5,6,3'-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM) a las concentraciones sefialadas. Once dias después los cultivos se
fijaron y tifieron con rojo oleoso O para cuantificar la acumulacion lipidica. Los datos se presentan como la
media + EEM de 6 experimentos independientes realizados en tratamientos por duplicado. Los asteriscos
sefialan diferencias significativas respecto al control MA (*, P < 0.05; **,0.01; ***, 0.001).

DIM y EUP afectan la expresion de PPARy y CEBPa en preadipocitos 3T3-

F442A y HAST

Debido a que EUP mostré un efecto de bloqueo sobre la adipogénesis, se
procedid a realizar analisis moleculares para ver la expresion de dos de los

principales factores de transcripcidén que estan relacionados con dicho mecanismo.

Existe una cascada de sefnales transcripcionales que regula la diferenciacion
terminal de los preadipocitos a adipocitos [22] donde la primera etapa de la

adipogénesis comienza con la activacion de dos miembros de familia de las
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(C/EBPs). C/EBPB y C/EBP9, inducen directamente la expresion de C/EBPa y
PPARy, conocido como el regulador maestro de la adipogénesis. Ambos
reguladores transcripcionales son clave para la diferenciacién de adipocitos [22-

25].

PPARYy activa el promotor del gen que codifica C/EBPa, y viceversa, creando un
bucle de retroalimentacion positiva. Ademas, estos dos factores inducen la
expresion de genes que estan implicados en la sensibilidad a la insulina, la
lipogénesis y la lipdlisis, incluidos los que codifican al transportador de glucosa
(GLUT4), proteina de unién a acidos grasos (FABP4), lipoproteina lipasa (LPL),
perilipina y los factores secretados de adiponectina y leptina [21,23]. Por lo que los

dos genes analizados fueron CEBPa y PPARYy.

En los resultados obtenidos (Fig. 8) se puede apreciar que en el tratamiento con
MA ambos genes se ven expresados de forma significativa. Caso contrario en el
control con RA (1 uM), donde CEBPa se atenua de forma considerable, mientras
que PPARYy presenta una ligera atenuacion. Esto se debe a que, como se
menciond anteriormente, algunas células se encontraban ya comprometidas
cuando se agregd el RA, el cual solo tiene un efecto en preconfluencia [26-27].
Ademas, RA tiene un mayor efecto de inhibicion sobre CEBPa que sobre PPARY,
debido a que actua directamente sobre la familia de las C/EBPs [26]. Y debido a
que PPARYy es suficiente para inducir la diferencia adiposa en fibroblastos [21], los
resultados anteriores de diferenciacion adiposa y acumulacion lipidica corroboran

esta informacion.
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Fig. 8 Efecto de DIM y EUP sobre la expresion de PPARy y CEBPa en preadipocitos 3T3-F442A
Preadipocitos 3T3-F442A se sembraron (1x10* células/pozo) en medio basal y 24 horas después se
realimentaron con medio adipogénico (MA), MA con acido retinoico (RA), MA con eupatilina (EUP) o MA con
5,6,3-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM) a las concentraciones sefialadas. Once dias después, el RNA fue
extraido y analizado mediante RT-PCR usando oligonucleétidos especificos de mRNAs de los genes PPARy y
CEBPa, GAPDH como control positivo.

En los tratamientos con DIM, la expresién de CEBPa fue disminuyendo conforme
la concentracion del flavonoide aumentaba. Sin embargo se puede apreciar que la
expresion de PPARy se mantuvo constante, por lo que el proceso de adipogénesis
no se vio interrumpido en las células sometidas a estos tratamientos. Caso
contrario a los preadipocitos sometidos a las cuatro diferentes concentraciones de
EUP, donde la expresién tanto de CEBPa como PPARYy, fue minima, incluso en la
concentracién de 1 uyM. Lo que indica que este compuesto no solo disminuye la
expresion de CEBPa, sino también la de PPARYy, por lo que la adipogénesis se ve

disminuida incluso en mayor forma que el control con RA.



Por otro lado, en las células de tejido adiposo subcutdaneo humano (HAST), solo
se realiz6 analisis molecular (Fig. 9) debido a que estas células en experimentos in
vitro, tienen lenta acumulacién lipidica, ya que van perdiendo capacidad

adipogénica conforme aumenta el numero de subcultivos [29].

MM + MM + DIM MM + EUP
¢ MB MM RALpM 10pM  20uM 30uM  10pM  20uM  30uM

GAPDH
CEBPa

PPARg

Fig. 9 Efecto de DIM y EUP sobre la expresion de PPARy y CEBPa en HAST

Preadipocitos HAST se sembraron (2x10* células/pozo) en medio basal, y 24 horas después se realimentaron
con MB, MI (medio de induccién), Ml con acido retinoico (RA), MI con eupatilina (EUP) o 5,6,3'-trihidroxi-7,4'-
dimetoxiflavona (DIM) a las concentraciones sefialadas. Siete dias después, los tratamientos con MI, fueron
cambiados por MM (medio de mantenimiento) manteniendo las mismas concentraciones de los compuestos.
A los 21 dias el RNA fue extraido y analizado mediante RT-PCR usando oligonucleétidos especificos de

mRNAs de los genes PPARy y CEBPa, GAPDH como control positivo.

Aunque las células HAST no acumularon gran cantidad de lipidos, su maquinaria
ya esta comprometida a la diferenciacién como se aprecia en el control con medio
de mantenimiento (MM), donde se ve la activacion de CEBPa y PPARy. Mientras
qgue la expresion de estos genes en las células sometidas sélo a medio basal (MB)
es nula debido a que se requieren ciertos compuestos, principalmente hormonas y

otros factores que favorecen la activacion de los mecanismos de diferenciacion,



los cuales no se encuentran presentes en este medio, a diferencia del medio de

induccion que encienden la cascada de sefalizacion de la adipogénesis [30].

Para el caso de control RA los genes CEBPa como PPARy se ven atenuados.
Mientras que en los tratamientos con DIM a partir de 10 uM se tiene un efecto
inhibitorio sobre la expresion de CEBPa y sobre PPARy. Y esto se ve mas
claramente a 20 y 30 uM, donde para CEBPa las bandas son mas tenues incluso
que el control RA. En las células con EUP la expresion de CEBPa se aprecia muy
poco afectada en las tres concentraciones utilizadas. Sin embargo, a partir de 20
MM, si hay una disminucion en la expresion de PPARYy, por lo que si existe una
disminucion de la adipogénesis.

En lo que respecta a las diferencias sobre los efectos de los flavonoides en ambos
tipos de preadipocitos, Salazar-Olivo y colaboradores (2014) demostraron que
existen compuestos que presentan diferente actividad sobre lineas ya establecidas
de preadipocitos murido como 3T3-L1 y 3T3-F442A, asi como, sobre linajes de
preadipocitos humanos. Esto asociado a que pueden factores transcripcionales o
mecanismos diferentes aun no conocidos, para los fibroblastos humanos y
muridos, que ocasionan que los mecanismos se vean afectados de diferentes

formas [5,12].
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Conclusiones

Eupatilina (EUP) y 5,6,3'-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (DIM) fueron las flavonas
aisladas y purificadas de las hojas y flores de Salvia amarissima. EUP mostré un
efecto anti-adipogénico sobre células 3T3-F442A al inhibir la expresion de PPARy
y CEBPa. Mientras que DIM inhibe la expresion de PPARy y CEBPa en
preadipocitos de tejido adiposo subcutaneo humano. Por lo que ambos
compuestos pueden ser candidatos para estudios posteriores relacionados con las
diferencias entre los mecanismos de diferenciacion adiposa de preadipocitos

muridos y humanos.
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Material suplementario

Tablas de los solventes utilizados como fases modviles en las columnas de

las diferentes fracciones

Espectros de RMN de 'H y '3C Espectros de correlacién (COSY) de los

compuestos DIM y EUP
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Tablas de los solventes utilizados como fases modviles en las columnas de

las diferentes fracciones

Fraccion de AcOEt

Sistema Fracciones
Hexano/AcOEt (8:2) 1a7
Hexano/AcOEt (7:3) 8a19
Hexano/AcOEt (6:4) 20a30
Hexano/AcOEt (5:5) 31a40
Hexano/AcOEt (4:6) 41 a 49
AcOEt (100%) 50 a 55
AcOEt/Acetona (4:1) 56 a 58
Acetona Lavado (1 L)
MeOH Lavado (1L)
Fraccion F8
Sistema Fracciones

Hexano/CH2Cl2/MeOH (48:50:02) 1a12
Hexano/CH2Cl2/MeOH (45:50:05) 13 a 38
Hexano/CH2Cl,/MeOH (40:50:10) 39 a 44

MeOH Lavado (500mL)
Agua Lavado (500mL)
Fraccion F5

Sistema Fracciones

Hexano/AcOEt (3:1) 1a8
Hexano/AcOEt (7:3) 9a17
Hexano/AcOEt (6:4) 18a25
Hexano/AcOEt (5:5) 26a 34
Hexano/AcOEt (3:7) 35a40
Acetona Lavado (1L)
MeOH Lavado (1L)
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Fraccion F5.5

Sistema Fracciones
Cloroformo 1a5
Cloroformo/ MeOH (99.5:0.5) 6a12
Cloroformo/ MeOH (99:1) 13a19
Cloroformo/ MeOH (98:2) 20a 26

(

(

Cloroformo/ MeOH (96:4) 27 a 36

Cloroformo/ MeOH (9:1) 37 a 46

Acetona Lavado (500mL)

MeOH Lavado (500mL)
Fraccion F4

Sistema Fracciones

Hexano/AcOEt (7:3) 1a15

Hexano/AcOEt (6:4) 16 a 27

Hexano/AcOEt (5:5) 28 a 34

Acetona Lavado (1L)

MeOH Lavado (1L)
Fraccion F8

Sistema Fracciones

Hexano/CH2Cl2/MeOH (48:50:02) 1a12
Hexano/CH2Cl2/MeOH (45:50:05) 13 a 38
Hexano/CH2Cl,/MeOH (40:50:10) 39 a 44

MeOH Lavado (500mL)
Agua Lavado (500mL)
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Espectros de 'H obtenidos por RMN del compuesto DIM
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Espectros de 3C obtenidos por RMN del compuesto DIM
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Espectros de correlacion (COSY) del compuesto DIM
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Espectros de 'H obtenidos por RMN del compuesto EUP
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Espectros de 3C obtenidos por RMN del compuesto EUP
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Espectros de correlacion (COSY) del compuesto EUP
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Espectros de 'H obtenidos por RMN del compuesto API
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Espectros de 3C obtenidos por RMN del compuesto API
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Espectros de correlacion (COSY) del compuesto API
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