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RESUMEN

La polarizacion de los macrofagos esta relacionada con el estrés oxidativo y la
progresiéon de la inflamacion crénica, procesos que contribuyen al desarrollo de
alteraciones metabdlicas como la obesidad y laresistencia a lainsulina. Ante ello,
se hapropuesto el uso de compuestos bioactivos, como el resveratrol (RSV), por
su potencial para inducir una polarizacion antiinflamatoria en macréfagos. No
obstante, son escasos los estudios que evaltan su efecto en modelos celulares
expuestos a hiperglucemia sostenida y concentraciones elevadas de insulina,
condiciones que simulan el microambiente metabolico caracteristico de
enfermedades como la obesidad. Con base en lo anterior, se cultivaron
macréfagos RAW 264.7 en condiciones de glucosa estandar (5 mM) o alta (25 y
30 mM), en presencia de insulina (10 pg/mL), hasta alcanzar la confluencia.
Posteriormente, las células se incubaron por 24 h con RSV (10 uM) y se
recolectaron las muestras para los distintos ensayos (GSH, NO, TBARS vy
amplificacion de los genes de IL-6 e IL-10). Bajo las distintas condiciones
evaluadas se observo un aumento en laviabilidad de los macréfagos; no obstante,
se registr6 una disminucion de la proteina total para 25y 30 mM + INS + RSV. La
produccién de NO aumento en los macrofagos incubados con 25 mM, 30 mM y
30 mM + INS; mientras que, los niveles de NO disminuyeron Gnicamente para
macrofagos con glucosa 25 mM + INS + RSV y se normalizaron para los
macrofagos en 25 mM + INS y 30 mM + INS + RSV, respecto al control 5 mM. Por
otro lado, los valores de MDA se incrementaron en todas las condiciones
evaluadas comparadas con el control 5 mM. Como mecanismo de defensa, la
concentracion de GSH aumento en los macréfagos bajo las condiciones de 30
mM y 30 mM + INS. Por el contrario, la expresion relativa del gen de la IL-6
aumentd significativamente para todas las condiciones, excepto para los
macréfagos en 25 mM; mientras que, la expresion de el gen de la IL-10 no
presento ningun aumento significativo en ninguna de las condiciones planteadas
incluso con la adicion de RSV. En general, los resultados obtenidos indican que
el mantenimiento de un estado proinflamatorio cronico de bajo grado causado por
hiperglucemia e hiperinsulinemia deriva en el aumento de factores
proinflamatorios como NO, MDA y aumento en la expresion relativa del gen
proinflamatorio IL-6 con una importante resistencia al efecto antiinflamatorio del
RSV, particularmente para los macréfagos en 30 mM de glucosa.

Palabras clave: Macréfagos, hiperglucemia, insulina, resveratrol, polarizacion de
macrofagos, inflamacion.



I. INTRODUCCION

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como “una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que supone un riesgo para la salud”
afectando a millones de personas alrededor del mundo y poniendo en riesgo su
salud y calidad de vida. La obesidad promueve un estado de inflamacidn cronica
de bajo grado que con el tiempo deriva en diversos trastornos metabdlicos como
la resistencia a insulina, la diabetes tipo 2 (DT2), las enfermedades
cardiovasculares y el higado graso no alcohdlico (EHGNA), entre otras. Este
fendmeno multifactorial y complejo que combina factores genéticos, culturales y
psicologicos representa un importante problema de salud publica, ya que es una
de las enfermedades no transmisibles con mas prevalencia y que ha ido en
aumento en las ultimas décadas. En México, mas del 75 % de las personas
adultas y alrededor del 36 % de infantes se ven afectados por el sobrepeso y la
obesidad y, de acuerdo a la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OCDE), en los proximos 30 afos nuestro pais se enfrentara a una
reduccion de mas de 4 anos en la esperanza de vida debido a las enfermedades

relacionadas con |la obesidad.

En la obesidad, el tejido adiposo blanco es principal tejido involucrado en el
desarrollo de la inflamacién cronica de bajo grado, como consecuencia de la
activacion de los macréfagos y la liberacidon de factores proinflamatorios, lo que a
su vez provoca la infiltracién de mas monocitos, los cuales que maduran en
macrofagos para eliminar las células necréticas. Este proceso da inicio a un
circulo vicioso de inflamacién, muerte celulary desequilibrio metabdlico, debido a
la produccion sostenida de dichos factores proinflamatorios. Ademas, los
macrofagos presentes en el tejido adiposo tienen la capacidad de alternar entre
el fenotipo proinflamatorio M1 y antiinflamatorio M2, en funcién de de los estimulos
presentes en su microambiente, como la disponibilidad de carbohidratos que
favorecen determinadas vias metabdlicas o el tipo de citocinas secretadas. En
personas con obesidad se ha observado que la inflamacién del tejido adiposo se
asocia con un cambio en la proporcién de los macrofagos M2 a M1, lo que

contribuye al mantenimiento del estado inflamatorio.



Actualmente, existe un gran interés en la investigacién de compuestos naturales
bioactivos con la capacidad de modular los procesos inflamatorios y oxidativos
que favorecen la apariciény progresiéon de diversas patologias cronicas asociadas
a la inflamacién. Son de particular interés los polifenoles de la dieta, como el
resveratrol (RSV) estudiado en células RAW 264.7, por la amplia gama de efectos
benéficos que se le han atribuido, entre los que se incluye su capacidad para
inhibir NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas) y, en consecuencia, disminuir la sintesis de factores
proinflamatorios inducidos por este factor. En este estudio se evalud
particularmente la expresién de dos genes IL-6 e IL-10, considerados indicadores
del estado de polarizacién de los macrofagos hacia los fenotipos M1 y M2,
respectivamente. Estudios previos publicados por Bouzazi y col. (2023) y
Manriquez y col. (2023) han empleado macrofagos RAW 264.7 activados con LPS
y suplementados con compuestos bioactivos, con el objetivo de analizar su efecto
sobre la polarizaciénusando IL-10 como marcador para M2 e IL-6 como marcador

para la polarizacién M1.

A pesar de los numerosos estudos sobre el resveratrol (RSV), la informacién
disponible sobre sus posibles efectos en condiciones hiperglucémicas es aun
limitada. En este sentido, se ha reportado que en personas sanas el nivel de
glucosa en sangre oscila alrededor de 4.7-6.3 mM y en personas con obesidad el
nivel de glucosa se estima igual o mayor a 21.1 mM y en presencia de niveles
altos de insulina, como las utilizadas en este estudio. Con lo anterior, se buscé
generar condiciones que simulen las condiciones metabdlicas de un individuo con
una altaingesta caldrica, con el propdsito de aproximarse de manera mas precisa
al microambiente caracteristico de la disfuncion metabdlica. Esto permitiria una
evaluacion mas adecuada del estado de polarizaciéon que podrian adoptar los

macrofagos bajo dichas condiciones.



Il. ANTECEDENTES

2.1. Macrofagos

Los macrofagos, descritos por primera vez en 1833 por Elia Metchnikoff, son
células pertenecientes al sistema inmunitario innato que estan ampliamente
distribuidas en los diferentes tejidos; por ejemplo, los macréfagos alveolares
localizados en los alvéolos pulmonares, las células de Kupffer en el higado, la
microglia en el sistema nervioso central y las células de Langerhans en la piel
(Mase vy col., 2021). Los macréfagos provienen principalmente de dos fuentes,
aquellosresidentesde tejido los cuales se originan apartir de células progenitoras
del saco vitelino (progenitores eritromieloides) y aquellos diferenciados a partir de
monocitos en circulacion derivados de células madre hematopoyéticas en médula

6sea (Wangy col., 2019).

Estas poblaciones heterogéneas de macréfagos desempefian funciones
importantes en una variedad de procesos fisiolégicos y patologicos, tales como la
defensadel huésped, lahomeostasis, la remodelacion de tejidos, los procesos de
inflamacion aguda y cronica en los diferentes tejidos, entre otros. Por ejemplo, la
microglia en un adulto sano se presenta como pequefios cuerpos celulares
redondos con extensas ramificaciones que le permiten examinar continuamente
el entorno inmediato y tras la deteccién de una alteracién, como lo seria una
sinapsis dafiada o una proteina mal plegada, la microglia retrae sus
ramificaciones pasando a un estado activado en el cual secreta citocinas

proinflamatorias y aumenta la actividad fagocitica (Maguire y col. 2022).

Los macréfagos alveolares, ubicados en el parénquima pulmonar distal, se
encargan de limpiar las vias respiratorias de microorganismos, células muertas y
otras particulas transportadas por el aire mediante fagocitosis, ademas de tener
importantes funciones en el recambio de surfactante pulmonar (Hou y col., 2021).
Finalmente, un tercer ejemplo de esta heterogeneidad celular lo constituyen las
células de Kupfferque se encuentran interconectadas a las células endoteliales

sinusoidales en el higado. Entre sus funciones se incluyen la eliminacion de
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desechos celulares y metabolicos, el mantenimiento de la homeostasis del hierro
mediante la fagocitosis de glébulos rojos dafiados o senescentes previniendo la
deficiencia o toxicidad del mismo; ademas, estos macréfagos contribuyen a la
eliminacién de plaquetasy desempefian un importante papel en el mantenimiento
de latoleranciainmunoldgica hepatica, favoreciendolainteraccion con las células
T reguladoras (Wen y col., 2020).

Los estudios sugieren que, en general, los macrofagos residentes en los tejidos
cumplen principalmente funciones homeostaticas; mientras que, aquellos
derivados de monocitos infiltrados se ven principalmente involucrados en la
fagocitosis de desechos celulares y patdgenos circulantes en sangre, asi como
en la respuesta a tejido dafiado. Estos macrofagos derivados de monocitos
poseen unagama de receptores que les permiten detectar una amplia variedad
de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP, por sus siglas en inglés)
y patrones moleculares asociados a dafio (DAMP, por sus siglas en inglés) que,
una vez unidos, provocan la activacion del macréfago y la consecuente
produccion de citocinas como IL-1f (interleucina 1), IL-8 (interleucina 8) y factor
de necrosistumoral-a (TNF-a), asi como especies reactivas de oxigeno (ERO) y
nitrégeno (ERN), como el éxido nitrico (NO, por sus siglas en inglés) (Chaintreuil
y col., 2023).

2.1.1 Receptores de membrana en macréfagos

La activacion de unarespuesta proinflamatoria estd orquestada por patrones de
expresion génicay liberacion de citocinas proinflamatorias, lo cual promueve la
heterogeneidad de los macréfagos y su capacidad de respuesta ante agentes
patoldgicos que poseen estructuras conservadas como los PAMP, tales como los
virus, las bacterias, los hongosy los parasitos; asi como también la eliminacion
de desechos celulares y su funcidon como células presentadoras de antigenos

para las células T CD4+ (Austermann y col., 2022; Santa, 2023).

Para generar las distintas respuestas, los macréfagos cuentan con una amplia

gama de receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en

4



inglés), los cuales reconocen elementos caracteristicos como los DAMP cuyos
ligandos enddgenos son derivados del huésped (componentes de la matriz
extracelular, proteinas de choque térmico y elementos de organulos dafiados) o
los PAMP provenientes de patdgenos; dichos receptores incluyen los receptores
tipo Toll (TLR, por sus siglasen inglés)y los tipo dominio de unidn a nucledtidos
(NOD, por sus siglas en inglés), entre otros (El-Zayat y col., 2019; Almeida-da-
Silvay col., 2023).

El reconocimiento de estos patrones moleculares a través de los PRR
desencadenala produccién y liberacién de citocinas proinflamatorias mediante la
activacion de NF-kB, considerado el principal factor de transcripcion responsable
de la induccion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y mediadores
inflamatorios. Por ejemplo, la sefializacién TLR4 dependiente de MyD88 (gen de
respuesta primaria a la diferenciacion mieloide 88) implica el reclutamiento de la
familiade cinasasasociadas al receptor de lainterleucina-1 (IRAK). Esto conduce
a laactivacion del factor 6 asociado al receptor de TNF ligasa E3 (TRAF6), lo que
resulta en la activacion de TAK1 [cinasa 1 activada por el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B)]. Posteriormente, TAK1 activa la cinasa IKK que, a su
vez, fosforila el inhibidor IkBa promoviendo su degradacion y la posterior
activacion de los factores NF-kB y AP-1 (proteina activadora 1) responsables de
la sintesis de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B (interleucina 1 beta),
IL-6 (interleucina 6) e IL-12 (interleucina 12), ademas de otras moléculas como el
NO liberado por las enzimas iNOS, activadas por NF-kB en un estado

proinflamatorio (Liu y col., 2017; Yu y col., 2020).

La diversidad de fenotipos funcionales que pueden adquirir los macréfagos
mediante el fendmeno de polarizacion, responde a la variedad de estimulos a los
gue son expuestosy, potencialmente, a las interacciones ligando-receptor. Cabe
mencionar que este conjunto de receptores de membrana expresados en los
macrofagos puede regular diversas funciones, ademas de los procesos
proinflamatorios, tales como los mecanismos de supervivencia celular, los
mecanismos de adhesién y migracion trans-endotelial, la fagocitosis y la actividad

microbicida mediante la produccion de ERO y ERN. En conjunto, estos
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mecanismos permiten un reconocimiento eficiente de una amplia gama de
ligandos tanto enddgenos como exogenos, lo cual es fundamental para las
funciones de los macrofagos en la homeostasis y durante la respuesta

inmunolodgica innata y adaptativa del huésped (Lica y col., 2023).

2.2 Inflamacién

La inflamacion es una respuesta del sistema inmunitario a estimulos nocivos
como patégenos, células dafiadas o compuestos toxicos, cuyo objetivo es
proteger al organismo de estos y, posteriormente, contribuira la recuperacion de
la homeostasis corporal. Las respuestas inflamatorias agudas estan bien
reguladas y las interacciones celulares y moleculares que se dan minimizan
eficientemente la lesion restaurando la homeostasis tisular; sin embargo, un
proceso inflamatorio no controlado, puede volverse cronico, lo cual puede
promover el desarrollo de diversos desordenes metabdlicos y enfermedades
cronico degenerativas como la obesidad, la DT2, la hipertension arterial, la
enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) y las cardiopatias, entre
otras (Hirano, 2021).

La inflamacién crénica de bajo grado se caracteriza por ser persistente en el
tiempo y, en udltima instancia, generar dafios colaterales en los 6rganos; por
ejemplo, al inducir estrés oxidativo en las células se desencadenala produccién
constante de citocinas proinflamatorias via NF-kB generando un ciclo de

retroalimentacion sostenido (Furman y col., 2019).

El caracteristico aumento en la produccién de ERO por la sobre activacion de los
procesos proinflamatorios en macréfagos, principalmente a través de la actividad
mitocondrial (estallido respiratorio), conduce a un aumento de otras moléculas

indicadoras de inflamacién, como el NO y el malondialdehido (MDA).

El NO es un radical libre que participa en una amplia variedad de procesos
fisiolégicos en mamiferos. Esta molécula de sefializacion participa en procesos

como la vasodilatacion, la neurotransmision y la respuesta inmune, entre otros; y



es producido por una familia de enzimas denominadas 6xido nitrico sintasas
(NOSs, por sus siglas en inglés). De las 3 isoformas reportadas (nNOS, eNOS e
INOS) hasta la fecha, la enzima INOS (6xido nitrico sintasa inducible) es
considerada un mediador clave en la activacion inmunitariay la inflamacion, ya
gue se encuentrabajo lainfluenciadel factor NF-kB. Mientras que, laenzimaNOS
neuronal (NNOS) y la enzima NOS endotelial (eNOS) se expresan
constitutivamente en la célulay liberan NO en el rango de nanomolar durante
periodos cortos de tiempo (segundosa minutos), laiNOS no esta constantemente
presente en la célula, sino que es inducible, de ahi su nombre, y Gnicamente se
expresa cuando la célula es estimulada, generalmente por citocinas

proinflamatorias y/o lipopolisacarido bacteriano (LPS).

Unavezinducida, laenzimaiNOS es capaz de sintetizar cantidades significativas
de NO en el rango de micromolar hasta que la enzima se degrada, lo que puede
tardar horas. Esta importante cantidad de NO producida contribuye a la defensa
contra patdégenos invasores; sin embargo, concentraciones anormalmente altas
por desregulacion o sobreexpresion de la enzima INOS pueden resultar
contraproducentes y dafinos para el huésped y estan asociadas a padecimientos
como choque séptico, la diabetes y la disfuncion cardiaca, entre otras patologias
(Cinelliy col., 2020).

Por otro lado, el MDA es un compuesto dicarbonilico con la férmula quimica
C3H402, considerado ampliamente como unode los marcadores mas conocidode
la peroxidacion lipidica por su facil deteccion (por espectrofotometria o HPLC)
mediante el ensayo TBARS. Durante las alteraciones inducidas por el estrés
oxidativo, los lipidos son una de las biomoléculas mas afectadas, particularmente
los &cidos grasos poliinsaturados; los radicales libres atacan estas estructuras
extrayendo un hidrogeno y formando radicales lipidicos inestables.
Posteriormente, la insercion de una molécula de oxigeno genera radicales
peroxilo lipidicos (ROO-) que extraen otro hidrogeno de otra molécula lipidica, de
esta manera continua la reaccién y se forman compuestos mas estables
denominados hidroperoxidos lipidicos (ROOH). En esta serie de reacciones de

peroxidacion lipidica, tanto los radicales peroxilolipidicos como los hidroperoxidos



lipidicos, pueden transformarse en productos secundarios como el MDA, que es

el compuesto principal y mas ampliamente estudiado (Cordiano y col., 2023).

Una vez generado, el MDA es capaz de interactuar con biomoléculas como las
proteinas, acidos nucleicosy lipidos, entre otras, y las modificaciones causadas
por esta interaccion con el MDA puede derivar en la pérdida de su funcién, la
pérdida de su integridad estructural y finalmente conducir a respuestas celulares

alteradas (Cordiano y col., 2023).

Entre los biomarcadores de inflamacion mas cominmente cuantificados se
encuentran diversas citocinas, tales como TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8 y MCP-1
(proteina quimiotactica de monocitos 1) (Roe, 2020). La IL-6, por ejemplo, es una
proteina que exhibe un comportamiento hormético, en el cual las acciones
beneficiosas o nocivas que pueda ejercer en el organismo estan reguladas por la
intensidad, la persistenciay la naturaleza del estimulo recibido; mientras que, una
liberacion baja y controlada se asocia con efectos antiinflamatorios y
homeostaticos. En este sentido, una produccion desregulada de la IL-6 se
considera un mediador proinflamatorio y prooxidante que contribuye a la

generacion y mantenimiento de la inflamacion crénica (Forcinay col., 2022).

Guoy col. (2023) reportaron un aumento de la expresion de RNAm de TLR4 y del
factor inducible por hipoxia 1-alfa (HIF-1a) en macréfagos RAW 264.7 posterior a
la induccién con LPS + IFN-y; ademas, los autores reportan que el RSV revirtio
este fendmeno. Asi mismo, se verificaron los niveles de proteina que resultaron
ser consistentes con unamenor expresion de TLR4 y HIF-1a (factor inducible por
hipoxia 1 alfa) en presencia de RSV, demostrando de esta manera la relacion
entre los niveles de RNAm y la expresion de proteina que pueden existir

coincidentemente en determinados escenarios.

2.3 Polarizacién de macrofagos

Los macréfagos son elementos celulares importantes del sistema inmunitario

innato, los cuales, dependiendo de los estimulos prevalentes en su
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microambiente, se pueden clasificar como macréfagos activados clasicamente o
proinflamatorios (M1) y activados alternativamente o antiinflamatorios (M2); a
dichofendmeno se le conoce como “polarizacion de macrofagos” (Kolliniati y col.,
2022).

2.3.1 Macrofagos proinflamatorios (M1)

Los macrofagos M1 son generalmente activados a través de los receptores TLR,
de los cuales se hareportado que TLR2 y TLR4 son los PRR mas eficientes al
momento de reconocer y posteriormente activarse mediante una amplia variedad
de ligandos como: lipopolisacérido de bacterias Gram — (LPS), lipopéptidos
diacilo, lipopéptidos triacilo, acido lipoteicoico (LTA), peptidoglicano de bacterias
Gram + (PNG), lipoarabinomanano de micobacterias y zimosano de levadura
(Sameer y Nissar, 2021). Aunque la estimulaciéon por moléculas microbianas es
la via principal para la activacion de macréfagos M1, un microambiente
proinflamatorio también puede contribuirde manera importante a la estimulacion

de estos macréfagos (Mussbachery col., 2023).

Un evento de sefializacion comdn en la polarizacién de macrofagos M1 es la
activacion de NF-kB, considerado un factor central en la respuesta celular a
estrés. Este factor puede ser activado por una amplia diversidad de estimulos
tales como: bacterias, virus, estrés fisico, calor, radiacion UV, estrés metabdlico
o incluso por acumulaciones de colesterol o acido Urico en niveles nocivos
(Mussbachery col., 2023). La activacion de NF-kB conduce a la produccion de
citocinas proinflamatorias, asi como GM-CSF (factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos) y genes antiapoptéticos que aumentan elnameroy la
vida media de los monocitosy los macréfagos. Unavez activados, los macrofagos
ejercen diversas funciones efectoras, siendo uno de sus principales mecanismos
efectores la fagocitosis de patdgenos y restos celulares, asi como células

apoptéticas (Lendeckel y col., 2022).

Otra de las funciones efectoras de los macrofagos incluye el reclutamiento y la

activacion de células inmunitarias mediante la liberacion de interleucinas como la



IL-1B, TNF-qa, IL-6, IL-12, IL-23 e IL-8 (Lendeckel y col., 2022). Esta variedad de
elementos liberados por los macréfagos M1 poseen propiedades inmunitarias
beneficiosas para el huésped (Cuadro 1); sin embargo, es importante su
regulacién ya que una respuesta proinflamatoria excesiva o sostenida podria
derivar en inflamacién cronicay alterar las vias responsables de la homeostasis

del tejido (Liu y col., 2021; Bajgar y Krejcova, 2023).
2.3.2 Macrofagos antiinflamatorios (M2)

Los macrofagos exhiben un grado de plasticidad, el cual depende de las sefiales
predominantes en el microambiente celular. Mientras que, en el extremo de los
macréfagos M1 encontramos una gran capacidad fagocitica y proinflamatoria, en
el extremo contrario los macréfagos M2 estan involucrados en laresolucién de la
inflamacion y la reparacién de los tejidos (Figura 1). A diferenciade los M1, los
macrofagos M2 expresan constitutivamente la enzima arginasa-1 (ARG1), la cual
hidrolizala L-arginina para producir L-ornitina, un precursor de la produccion de
prolina e hidroxiprolina esenciales para la obtencion de colageno, que es una

proteina crucial en la reparacion del tejido (Ruytinx y col., 2018).
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Figura 1. Activacion y funciones de macrofagos M1y M2
(Adaptada de Gordon, 2003).
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En comparacion con los macréfagos M1, los macréfagos M2 son funcionalmente
mas diversos; entre susprincipales objetivos encontramosresolver la inflamacion,
promover la angiogénesis, facilitar la remodelacion de la matriz extracelular y
eliminar células senescentes y dafiadas mediante eferocitosis que, contrario a la
fagocitosis de objetos extrafios, regula positivamente las citocinas

antiinflamatorias (Wang y col., 2021).

Los macréfagos M2, tanto humanos como murinos, se han subdividido en las
siguientes categorias: M2a, M2b, M2c y M2d, y difieren en sus marcadores de
superficie celular, citocinas secretadas y funciones bioldgicas. Por ejemplo, los
macréfagos M2a expresan altos nivelesde IL-10 y ARGL1, ejerciendo un papel en
la actividad antiinflamatoria y en la remodelacién de tejidos. Los macréfagos M2b
son inducidos mediante ligandos del receptor tipo Toll e IL-1B y secretan citocinas
como TNF-q, IL-1B, IL-6 e IL-10. Su principal funcién esta relacionada con la
inmunorregulaciénen cuantoala amplitud de la respuesta inmunitariade acuerdo
al perfil de citocinas expresado. Por su parte, los macrofagos M2c son inducidos
principalmente por la IL-10 o glucocorticoides y contindan expresando altos
niveles de IL-10, se ven involucrados en la eferocitosis de células apoptéticas y la
reparacion de tejido. Finalmente, los macréfagos M2d son inducidos por la IL-6,
asi como agonistas del receptor de adenosina 2A (A2AR)y agonistasde TLR, los
cuales secretan niveles altos de TGF- [, factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) e IL-10, asi como niveles bajos de IL-1B3, IL-12 y TNF-a (Ross y
col., 2021; Sun y col., 2022).

En este sentido, la IL-10 suele usarse como marcador de un estado
antiinflamatorio en distintos estudios que evallan la polarizacion de macrofagos,
debido a su papel en la resolucién de la inflamacion para prevenir el dafio tisular
gue puede provocar el mantenimiento de unarespuesta proinflamatoria unavez
qgue el patégeno ha sido eliminado. Mediante la sefializacion causada por la
liberacion de IL-10 se impide la traslocacion nuclear de NF-kB y, como resultado,
la expresion de genes proinflamatorios como TNF-q, IL-6, IL-1, entre otros, se ve
interrumpida promoviendo asi la polarizacion hacia M2 y restaurando la

homeostasis tisular (Carlini y col., 2023).
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Cuadro 1. Citocinas proinflamatorias liberadas por macrofagos M1y

sus funciones.

Interleucina

Funcion

IL-1B

Inicialmente descubierta como el principal pirdgeno endégeno,
induce la sintesis de prostaglandinas, la activacién de neutrofilos,
la activacion de las células T, la produccion de citocinas, la
activacion de las células B, entre otros. Esta citocina promueve la
diferenciacion las células T colaboradoras tipo 17 (Th17) y tiene
sinergia con la IL-12 para inducirla sintesis de IFN-y a partir de
las células T colaboradoras tipo 1 (Th1). Esta citocina se produce
inicialmente como un precursorinactivo pro-IL-1B, en respuesta a
PAMP o DAMP, que necesita un estimulo adicional para generar
la formacion de grandes complejos multiproteicos denominados
inflamasomas que finalmente provocan la activacion de la

caspasa 1 para procesar pro-IL-1B a una forma madura.

IL-6

Potente inductor de la respuesta de fase aguda, desempefia un
papel esencial en la diferenciacion de las células B en células
secretoras de anticuerpos; ademas, esta interleucina se
encuentraimplicadaen la diferenciacion delinfocitosy monocitos.
Se hapropuesto que esta citocina tiene un papel importante en la
regulacién del metabolismo de glucosa, el metabolismo de lipidos

y laresistencia a la insulina.

IL-10

La interleucina 10 se describe como una citocina con potentes
propiedades antiinflamatorias responsable de la homeostasis
tisular mediante la limitacion de la respuesta inmunitaria del
huésped a patégenos. Las principales fuentes de esta citocinain
vivo son: células T colaboradoras, monocitos, macréfagos y
células dendriticas, pero, existe también unavariedad de células
efectoras inmunitarias capaces de producirla en determinados
contextos como: células B, células T citotoxicas, las células NK,
entre otras. Esta interleucinareduce directamente la produccion

de citocinas proinflamatorias clave como TNF-q, IL-1p e IL-6 por

parte de los macrofagos y otras células inmunes. La IL-10
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contribuye evitar la inflamacion excesivay el consecuente dafio

celular.

Esta citocina contribuye a la diferenciacion de células T
12 colaboradoras tipo 1, la sintesis y la liberacién de TNF-a e IFN-y.

La IL-23 puede constituir, junto con lalL-17, una respuesta aguda
IL-23 a la infeccion en tejidos periféricos y promover la produccién de

citocinas proinflamatorias.

Es un potente pirégeno que causa fiebre por accién directa o por
estimulacién de la secreciéon de IL-1, puede inducir apoptosis de
TNF- a determinadas lineas celulares tumorales y la activacion de
neutrofilos. Esta citocina activa y aumentala permeabilidad de las
membranas y la produccién de moléculas de adhesion.
(Adaptado de Liu y col., 2021)

Es importante considerar que el estado de polarizacion que pueden presentar
estas células es transitorio, ya que son capaces de adoptar fenotipos intermedios
con subpoblaciones heterogéneas que asumen una variedad de roles fisioldgicos
(Wang y col.,, 2019), de ahi el término plasticidad. Recientemente se han
estudiado subpoblaciones de macréfagos M2, los cuales se obtienen mediante la
suplementacion con compuestos bioactivos (Cuadro 2), mismos que pueden
presentar caracteristicas funcionales diversas en conjunto con la estimulacion de

interleucinas.

En el Cuadro 2 se ejemplifican algunos estudios sobre el efecto de la
suplementacion con distintos compuestos fendlicos sobre el fendmeno de
polarizacion en distintas lineas celulares de macrofagos. Cabe destacar que, de
acuerdo a este cuadro, las condiciones de cultivo en estos estudios se realizaron
empleando medio DMEM con una concentracion de glucosa estandar (5 mM).
Posteriormente, los macréfagos se estimularon con LPS (a diferentes
concentraciones) para polarizarlos hacia un fenotipo M1 y observar el efecto de
los compuestos fendlicos sobre la induccion de marcadores asociados a la

polarizacion de los macrofagos.
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Como se indica en el Cuadro 2, en nuestro grupo de trabajo se evaluo
previamente el efecto de los compuestos RSVy D3T en macréfagos RAW 264.7
estimulados con LPS (10, 60 o 100 ng/mL) cultivados en medio hiperglucémico
(25 mM de glucosa). Los resultados mostraron que el RSV, incluso bajo estas
condiciones, disminuyo la expresion de las citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-1
en comparacion con el D3T. Este ultimo, por su parte, aumento la expresion
relativa de Argl e IL-10. Si bien Manriquez-Nufiez y col. (2023) reportan el efecto
tanto del RSV como del D3T en cultivo de RAW 264.7 estimulados con LPS (10,
60 0 100 ng/mL) en medio hiperglucémico (25 mM de glucosa), estos estudios no

incluyen la suplementacion con insulina.

Por el contrario, en el presente estudio se propone evaluar el efecto del RSV en
un cultivo de macrofagos RAW 264.7 incubados a concentraciones elevadas de
glucosa (25y 30 mM) e insulina con una dosis de 10 ug/mL, lacual representa un
estado de hiperinsulinemia. Cabe mencionar que para este estudio no se hace
uso de la estimulacion con LPS, ya que lo que se busca no es evaluar una
repolarizacién del fenotipo M1, sino mas bien evaluar el estado general de
polarizacion cuando los macrofagos permanecen en un ambiente hiperglucémico
que promueve un estado proinflamatorio y, si dadas estas condiciones, una
suplementacion con RSV aun tendriaefecto sobre dichapolarizacion.Finalmente,
destacamos que con las condiciones previamente mencionada se busca
identificar los cambios en el perfil de polarizacion de los macrofagos en
condiciones de individuos metabdlicamente alterados, como se presentan en la
obesidad y la EHGNA.
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Cuadro 2. Evaluacion de la polarizacion de macréfagos hacia un fenotipo

M2 mediante la suplementacion con compuestos fenalicos.

Linea Condiciones de Resultados _
_ [Compuestos] _ Referencias
celular cultivo obtenidos
Los diferentes
37 °C en una compuestos
atmoésferade CO2 ({30 pM RSV, | mejoraron la
al 5 % en medio | kaempferol expresion de Arg-1
J774A.1 B P o e Y
Eagle modificado | proantocianidinas, | el receptor de
por Dulbecco | por 24 h. manosa C-tipo 1,
(DMEM). (MRC-1) de manera
dosis dependiente.
37 °C en una
atmosfera de CO2 EIl RSV y el
al 5 % en medio kaempferol
. 30 pM RSV, | =
Eagle modificado disminuyeron la
kaempferal y .
J774A.1 | por Dulbecco o produccion de NO,
proantocianidinas,
(DMEM). MCP-1 e IL-6 de _
_ por 24 h. | (Ryytiy coal.,
Estimulados con manera dosis
_ 2022).
10 ng/mL de LPS. dependiente.
37 °C en wuna
atmosfera de CO2
al 5 % en medio
RPMI 1640. 72 h
_ _ El RSV y el
de incubacibncon | 30 uM RSV,
kaempferol
acetato de | kaempferol y
uo37 . S atenuaron la
miristato de forbol | proantocianidinas, y
) produccion de TNF-a
Posterior a la| por 24 h.
y e IL-6.
maduracion, los
macrofagos  se
estimularon  con
10 ng/mL de LPS.
37 °C en una Inhibicion
atmosfera de CO:2 | 2 uM luteolina por | significativa de la| (Zhangy
RAW264.7 , -
al 5 % en medio 24 h. expresion de TNF-ae | col., 2018).

DMEM.

IL-6.
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Las células se
suplementaron
adicionalmente
con 100 ng/mL de
LPS.

El aumento en la
produccion de ERO
por la estimulacion
con LPS fue
suprimido  por el
tratamiento con la

luteolina.

RAW?264.7

37 °C en una
atmosfera de CO2
al 5 % en medio
DMEM.

Las células se
estimularon con 1
pg/mL de LPS.

5 10 y 20 uM
1,3,6,7-
tetrahidroxi-8-
prenilxantona
(TPX) por 18 h.

TPX suprimio
significativamente el
aumento de ARNmM
de INOS inducido por
el LPS de manera
dosis  dependiente;
también suprimio
significativamente los
niveles de IL-6 y
TNF-a.

(Liy col.,
2018).

RAW264.7

37 °C en una
atmosfera de CO2
al 5 % en medio
DMEM con25 mM
de glucosa. Con o
sin  estimulacion
de LPS (10, 60 o
100 ng/mL) por 24
h.

RSV o ditiol-3-
tiona (D3T) (2.5,
5,10y 20 uM)

RSVy D3T redujeron
la produccion de NO
en macréfagos
estimulados con LPS
y glucosa alta. D3T
aumentd los niveles
de GSH y normalizé
los valores de MDA
en glucosa alta y
LPS. Respecto a los
niveles de expresion
de interleucinas, el
RSV disminuy6 los
niveles de IL-6,
mientras que solo
D3T logr6 aumentar
la expresion relativa
de IL-10.

(Manriquez
-Nufiezy
col., 2023)
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2.4 Metabolismo de glucosa en la polarizacion de macrofagos

La polarizaciéon de los macréfagos es un proceso dinamico que implica una serie
de procesos bioquimicos que requieren energia. En este sentido, diversos
estudios in vitro han mostrado que los macréfagos estimulados con interferon
gamma (IFN-y) y/o LPS hacia un fenotipo M1 presentan un aumento de la tasa
glucolitica y del flujo de la via de las pentosas fosfato (PPP) para una rapida

obtencion de energia (Kolliniati y col., 2022).

Aunque laglucdélisis es unaruta menos eficiente que la fosforilacion oxidativa en
términos de produccion de ATP, es una via catabdlica acelerada que alimenta
inmediatamente la PPP y, ya que los macréfagos requieren grandes cantidades
de energia en poco tiempo para responder oportunamente ante un estimulo
nocivo,laglucélisisessu via predilecta. Por otro lado, macrofagos con un fenotipo
M2 inducidos mediante IL-4 dependen de la fosforilacion oxidativa (OXPHQOS, por
sus siglas en inglés) y la oxidacion de acidos grasos (FAO, por sus siglas en
inglés). Aunque se ha observado que los macréfagos activados via TLR4
prefieren lavia glucolitica, acompafada de una disminucion en la OXPHOS, para
los macréfagos que son activados mediante el receptor TLR2 se aumentatanto
la glucdlisis como la OXPHOS, lo cual facilita la respuesta frente a un estimulo

nocivo especifico (Kolliniati y col., 2022).

Recientemente se ha propuesto que el estado proinflamatorio de los macrofagos
esta principalmente regulado por el metabolismo celular. Estas células
reprograman su metabolismo para cumplir con los requerimientos energéticos y
esta reprogramacion podria condicionar el fenotipo y las respuestas generadas.
Como cualquier otra célula, los macréfagos presentan requisitos metabdlicos
particulares que dependen de las mismas vias energéticas bien caracterizadas
que otras células no inmunitarias emplean (Kolliniati y col., 2022).

Aln en un estado de resistencia a la insulina, caracteristica asociada a las
patologias comunmente vinculadas al estado de inflamacion crénica como la
obesidady la DT2, la polarizacion proinflamatoria de macréfagos esta asociada a

un aumento en la afluencia de glucosa facilitada por la regulacion positiva del
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transportador de glucosa 1 (Glutl), independiente de insulina, que conduce a una
secrecion elevada de mediadores proinflamatoriosy un aumentoen la produccion
de ERO. En condiciones fisiol6gicas, el NADPH, obtenido mediante la PPP y
como cofactor de las NADPH oxidasas (NOX), favorece la produccion de ERO
para el estallido respiratorio como mecanismo de defensa contra patégenos vy,
ademas, este mismo NADPH funciona como poder reductor en conjunto con el
glutation (GSH) para reestablecer el equilibrio redox celular. Por el contrario, en
condiciones proinflamatorias, que ya han generado una desregulacion de los
sistemas enddgenos antioxidantes, esta captacion elevada de glucosa en
macréfagos que sobreexpresan Glutl mejora también el flujo de glucosa a través
de la PPP, generando un exceso de NADPH. Este NADPH también participa en
la produccién de NO, ya que actia como cofactor de la enzima INOS

contribuyendo al desbalance redox de la célula (Wong y col., 2024).

Estudios previos han demostrado que niveles elevados de glucosa (20 mM) sin
insulina generan un fenotipo mas glucolitico (Edgar y col., 2021). Asi mismo,
estudios en macréfagos peritoneales de raton en alta glucosa (25 mM) mostraron
unaestimulacién en la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-12 e IL-18 (Rendra y col., 2019). Por lo anterior, el estudio de como
estas condiciones de hiperglucemia en presencia de insulina afectan a las
funciones efectoras de macréfagos y su implicacion en el desarrollo la inflamacién

es de crucial importancia.

2.4.1 Sefalizacion de insulina en la activaciéon de macrofagos

Las células pancreaticas son las responsables de la produccién de insulina, una
hormona clave para el metabolismo de la glucosay que tiene un papel importante
en el metabolismo del musculo esquelético, el tejido adiposo blancoy el higado.
Esta hormonaes capaz de unirseya sea al receptor de insulina (IR, por sus siglas
en inglés) o a su homologo el factor de crecimiento similar a insulina tipo 1
(IGF1R), lo que resulta en la fosforilacidn del receptor de insulina en sus residuos

de tirosinay la posterior activaciéon de las vias PISK/AKT (via de sefializacion de
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la fosfatidilinositol- 3-cinasa) y MAPK (via de la proteina cinasa activada por

mitdgeno) (leronymaki y col., 2019).

Los macréfagos son células sensibles alainsulina, lo que les permite internalizar
y metabolizar la glucosa a través de transportadores especificos en la membrana
como Glutl, que es independiente de insulina, y Glut4, que responde a la
activacion de IR y al IGF1R (Kolliniati y col.,, 2022). Estudios previos han
demostrado que un metabolismo desregulado de la glucosa promovido por altas
concentraciones de la misma, su sobreutilizacidén y su consecuente produccion
desequilibradade ERO, promueve la polarizacion sostenida de macréfagos M1
(leronymaki y col., 2019).

Es importante resaltar que los escasos estudios realizados sobre el efecto de la
insulina en macréfagos parecieran ser contradictorios, ya que algunos grupos
reportan una mayor produccion de citocinas proinflamatorias y, en general, un
fenotipo mas similar al M1; mientras que, otros estudios reportaron no observar
un aumento en la produccién de estas citocinas e incluso proponen un potencial
antiinflamatorio relacionado con un mecanismo dependiente de PI3K. Por lo
anterior, el posible impacto de la insulina sobre la sintesis y la liberacion de
diversas citocinas por parte de los macrofagos parece depender de su origen
celulary de la concentracién de glucosaen el medio.En este sentido, estudioscon
macréfagos THP-1 cultivados en condiciones normoglucémicas (5.5 mM de
glucosa) se observé que lainsulina (10 uM) incremento la expresion de la enzima
iINOS; mientras que, la suplementacion de una concentracion de 25 mM de
glucosa inhibi6é significativamente la sobreexpresion de iINOS mediante la

induccion de la via de la proteina cinasa B o Akt (PUschel y col., 2022).

En general, para cada escenario proinflamatorio con los respectivos estimulos en
el medio celular (concentracion de carbohidratos, microambiente inflamatorio,
compuestos bioactivos y concentracién de insulina), los macrofagos pueden
presentar una variedad de fenotipos M1 con su respectivo perfil metabdlico,

confirmando la plasticidad de estas células.

19



2.5 Macrofagos en el desarrollo de la inflamacion

2.5.1 Obesidad

Se hareportado quelas personas obesas suelen presentarunamayor produccion
de leptina que los sujetos delgados y, al mantenerse este estado de
sobreproduccién, se promueven alteraciones en la sefializacion que derivan en la
resistencia a la leptina. Ademas, dado que la leptina actta como adipocina
proinflamatoria, esta regula positivamente la produccion de citocinas como IL-6,
IL-12 y TNF-a, factores asociados a la resistencia a la insulina mediante su
interaccidn con lavia cinasac-Jun-NH(2)-terminal (JNK)y el complejo de la cinasa
IkB (IKK) que fosforilan al sustrato 1 del receptor de insulina (IRS1) en residuo
de serina debilitando asi la sefializacion de la insulina, condicion asociada con el
desarrollo de la DT2. A su vez, esta sefializacion proinflamatoria aumenta la
expresion de leptina generando un circuito de retroalimentacion que promueve la

inflamacion de bajo grado (Pérez-Pérez y col., 2020; Obradovic y col., 2021).

En el tejido adiposo, asi como en el resto de nuestros 6érganos, estan presentes
diferentes tipos de células inmunitarias, cuya funcion principal es mantener la
homeostasis del tejido (Figura 2); por lo que, ademas de los adipocitos, destacan
los macréfagos residentes como la poblacion mas abundante, siendo entre el 5-
10 % del total de células en tejido adiposo magro y aumentando hastaun 50 %

en condiciones de obesidad extrema (Yao y col., 2022).
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Figura 2. Estado antiinflamatorio y proinflamatorio del tejido adiposo causado por
la prevalencia de macréfagos M2 (antiinflamatorios) o M1(proinflamatorios).
(Adaptado de Kawai y col., 2021)

La obesidad refleja un cambio fenotipico del tejido adiposo potenciado por la
ingesta de alimentos hipercaloricos, los cuales generan una mayor acumulacion
de triglicéridos promoviendo la inflamacion y la disfuncién metabdlica en los
adipocitos. La hipertrofia de los adipocitos, combinada con un suministro
deficiente de oxigeno, conduce a un aumento en la tasa de muerte de los
adipocitos. Como consecuencia se produce un reclutamiento de macrofagos
destinados a formar una estructura llamada “estructura en forma de corona
(CLS)”. Esta estructura tiene como objetivo almacenary amortiguar el exceso de
lipidos liberados por los adipocitos afectados. En este escenario, los macréfagos
activados hacia el fenotipo M1 liberan quimiocinas proinflamatorias, como MCP-
1, para reclutar monocitos del torrente sanguineo que, una vez infiltrados en el
tejido adiposo, se activaran también haciael fenotipo M1 debido al microambiente

proinflamatorio y actuaran de forma paracrina en conjunto con los adipocitos
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generando un bucle de sefializacién que mantiene el estado inflamatorio (Figura
2) (Yaoy col., 2022).

La obesidad es una alteracion metabdlica asociada a la progresion de
comorbilidades como la DT2, las enfermedades cardiovasculares, la hipertension
y la EHGNA, entre otras. Estas patologias comparten distintas anomalias
metabolicas como el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, la resistencia a
insulinaylainflamacidn cronicade bajo grado (liberacién de citocinas como TNFa,
IL-1B e IL-6). Enla actualidad, la prevalenciade estas enfermedades hatenidoun
crecimiento exponencial que ha llevado a los investigadores al estudio de las
célulasy los mecanismos implicados en su desarrollo y mantenimiento, ademas,
de las posibles estrategias terapéuticas para su abordaje. Entre estas estrategias
se encuentra el empleo de polifenoles como el RSV, debido a su capacidad

antioxidante, la cual podria contribuir a atenuar la inflamacién.

2.6 Resveratrol

El RSV es un importante polifenol natural al cual se le atribuyen propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenasy antineurodegenerativas, entre
otras. Este polifenol se encuentra en mas de 70 especies de plantas como las
uvasrojas (enlapiel y semillas), el mani, la soya, las moras y los arandanos, entre

otras (Mengy col., 2021).

Su capacidad para neutralizar las ERO y activar diferentes elementos
antiinflamatorios eslo que confiere al RSV sus potenciales efectos benéficos a la
salud. Las ERO son un grupo de moléculas altamente reactivas e inestables
derivadas del oxigeno molecular que se producen como una caracteristica
inherente al metabolismo aerébico. En este grupo se incluyen radicales como el
anioén superoxido, el hidroxilo, el hidroperoxilo y el oxigeno singlete, asi como
otras especies no radicales. En condiciones fisiologicas, las ERO funcionan
principalmente como moléculas de sefializacion que se forman durante procesos
celulares como la respiracion aerébica o los procesos inflamatorios para la

actividad bactericida; ademas, en estas condiciones existe un equilibrio entre la
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generacion y eliminacién o neutralizacion de estas moléculas reactivas por los
sistemas antioxidantes. Cuando diversas patologias desregulan estos sistemas y
favorecen la formacion excesiva de ERO y ERN, y a la par que se dafian los
sistemas enddgenos antioxidantes, se conduce a un dafio molecular denominado
estrés oxidativo (Jakubczyk y col., 2020), potenciando de esta manera el estado

inflamatorio.

Entre las vias antiinflamatorias sobre las que influye el RSV se encuentrala via
sirtuina 1 (Sirtl), la cual interrumpe la sefial TLR4/NF-kB/STAT (transductor de
sefial y activador de transcripcidén, STAT por sus siglas en inglés), lo que a su vez
reduce la transcripcion de elementos proinflamatorios derivados de macrofagos
como TNF-a, IL-1B, IL-6 y metaloproteasas (MMP-1 y MMP-3). El RSV se une
directamente a Sirtl inhibiendo la acetilacion de la subunidad proteica p65/RelA,
uno de los principales componentes del complejo NF-kB, disminuyendo asi la
transcripcion de citocinas proinflamatorias (Malaguarnera, 2019). Ademas, se ha
reportado en estudios in vitro que el RSV puede inhibirla actividad de la enzima
fosfodiesterasa, la cual degrada el AMPc aumentando sus niveles, lo que activa
a la proteina cinasa A (PKA) que, a su vez, fosforilay activa Sirtl para salir del
nucleo y unirse al RSV (Malaguarnera, 2019; Wang y col., 2021).

Otra de las caracteristicas importantes del RSV es su capacidad para neutralizar
el estrés oxidativo celular mediante la estimulacion de los sistemas antioxidantes
enddgenos (Meng y col., 2020; Alvarengay col., 2023). En este sentido, se ha
reportado que el RSV es un activador del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), un factor
de transcripcion maestro que regulala transcripcion positivade numerosos genes
de enzimas antioxidantes, proteinas citoprotectoras asi como del metabolismo de
lipidos mediante su union a una secuencia especifica y conservada del ADN
denominada ARE (elementos de respuesta antioxidante, por sus siglas en inglés)
(Cuadrado y col., 2018). Nrf2, forma un complejo con la proteina 1 asociada a
ECH similar a Kelch (Keap1, por sus siglasen inglés) que funcionacomoinhibidor
previniendo la translocacion de Nrf2 al ndcleo. Se ha reportado que el RSV
aumenta la expresion de la proteina de autofagia p62 que se une a Keapl,

facilitando con ello laliberacion y translocacion de Nrf2 al ndcleo. En este sentido,
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el RSV disocia las uniones entre Nrf2-Keapl a través del aumento de la
interaccién entre p62-Keapl (Tahereh y col., 2020). Se ha reportado también que
Nrf2 es capaz de bloquear la degradacién de IkB-a, inhibiendo la translocacion
nuclearde NF-kB y, por lo tanto, la sintesis de citocinas proinflamatorias. Aunado
a lo anterior, Nrf2 induce la transcripcion de enzimas antioxidantes como la
guinona oxidorreductasa (NQO1) y la super 6xido dismutasa (SOD), asi como las
enzimas de sintesis del glutation reducido (GSH), entre otras, contribuyendo, en
gran medida, a las especies capaces de neutralizarlas ERO (Saha'y col., 2020).
Ademas, se hareportado que Nrf2 posee sitios de unién cercanos a las regiones
promotoras en los genes que codifican para interleucinas proinflamatorias como
laIL-1B e IL-6, limitando de esta manera su transcripcion por la ARN polimerasa
ll. Cabe destacar que esta caracteristica de bloqueo transcripcional por Nrf2
parece depender del tejido y tipo de célula bajo tratamiento, ya que se ha
reportado en hepatocitos que, cuando Nrf2 se une a su elemento de respuesta
antioxidante (ARE), al mismo tiempo puede incidir sobre la regién promotora del

gen IL-6 aumentando su transcripcion (Goodfellowy col., 2020; Sahay col., 2020).

En resumen, gran parte de la investigacion realizada hasta el momento en esta
area se ha centrado en evaluar los efectos de diversos compuestos bioactivos,
siendoel RSV el compuesto mas reportado. Dichos estudios han demostrado que
el RSV puede atenuar el estado proinflamatorio de los macréfagos M1l
previamente estimulados con LPS, favoreciendo su polarizacion haciaun fenotipo
M2. Sin embargo, es fundamental considerar la influencia de las sefiales del
microambiente sobre el fendmeno de polarizacion de los macréfagos, ya que esta
puede verse modulada por factores como la concentracion de azlcares y la
intensidad del estimulo proinflamatorio. Este Ultimo aspecto no solo se refiere al
tipo de sefial activadora (LPS, glucosa o insulina alta, entre otras), sino también
al tiempo de permanencia de dicha molécula en el microambiente celular, ya que
implica la continua estimulacion de los mecanismos proinflamatorios. Lo anterior
plantea unabrechainteresante parala investigacion que ayude a comprender de
mejor manera como la prevalenciae intensidad de determinados estimulos puede
afectar los estados de polarizacion y la actividad del compuesto bioactivo en

estudio.
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lll. JUSTIFICACION

Los macrofagos son considerados los principales orquestadores de los
mecanismos proinflamatorios en los diversos tejidos. Si bien existe amplia
evidencia que respalda los efectos benéficos de compuestos bioactivos como el
RSV en laatenuacion del estado proinflamatorio de los macréfagos, la eficaciade
estos efectos bajo un estado hiperglucémico sostenido en el cultivo (7 dias), en
combinacién con una estimulacion con altas concentraciones de insulina, se
encuentra escasamente explorada. En este sentido, y derivado de los proyectos
de investigacion previamente realizados en nuestro laboratorio en los cuales se
emplearon medios condicionados por macréfagos cutivados en condiciones de
glucosa elevada, con el fin de simular un modelo in vitro de esteatosis hepética
en células HepG2 suplementada con insulina elevada, surgio la necesidad de
generar un protocolo para la evaluacion del estado proinflamatorio de macrofagos
RAW 264.7 bajo condiciones de glucosa e insulina elevadas, caracteristicas de
individuos con unadieta hipercalorica), ademas de mantener dicho estimulo por
7 dias. A diferencia de los protocolos convencionales, en los que la estimulacion
proinflamatoria con LPS o glucosa elevada oscila en rangos de tiempo de 6 h a
72 h, con estas nuevas variables propuestas se obtuvo unaaproximacion a un
entorno celular mas representativo de un estado metabodlicamente alterado
cronico. Esta propuesta experimental permitira generar datos que ofrecen un
panorama mas preciso sobre el comportamiento inflamatorio de los macréfagos
en condiciones de estimulacion sostenida, asi como sobre la capacidad
moduladora del RSV en dicho contexto. Ademas, los datos obtenidos podran ser
utiles para el andlisis de resultados en proyectos relacionados al desbalance
metabdlico inducido por dietas hipercaldricas, particularmente aquellos que
empleen medios condicionados o co-cultivos con macréfagos como modelos de

estudio.

25



IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del RSV sobre indicadores proinflamatorios, como las citocinas
y el estado redox, de macréfagos RAW 264.7 bajo condiciones sostenidas de

hiperglucemiay alta concentracion de insulina para mimetizar el microambiente

presente en los individuos con una dieta hipercalorica.

4.2 Especificos

Evaluar el efecto del RSV sobre el estado redox de macréfagos en condiciones

sostenidas con alta glucosa e insulina.

Evaluar el efecto del RSV sobre marcadores proinflamatorios de macréfagos en

condiciones sostenidas con alta glucosa e insulina.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo celular

Se emplearon macrofagos murinosde lalinea celular RAW 264.7 (American Type
Culture Collection-ATCC, MD, USA), cultivados en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Sigma, Merck KGaA, DEU) a diferentes concentraciones
de glucosa [glucosa estandar (5 mM) y glucosa alta (25 y 30 mM)] suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco, MA, USA)y 1 % de antibidtico
(penicilina-estreptomicina, Sigma, Merck KGaA, DEU) en atmdésfera controlada a
37°Cy5% CO2—-95 % O2.

Para los diferentes ensayos, los macro6fagos RAW 264.7 se sembraron en placas
de 96 con diferentes concentraciones de glucosa (5, 25 y 30 mM) y, exceptuando
el control de 5 mM de glucosa, al resto de tratamientos se les suplemento insulina
(Ins) a unaconcentracion de 10 ug/mL (Trepiana y col., 2020; Avalos-Marquéz,
2023). El numero de células que se sembraron en las placas de 96 pozosy en las
placas de 60 mm, como se indican en cada seccion de la metodologia, tuvo la
finalidad de que la confluencia deseada (80 %) se alcanzara en un periodo de
incubacion de 7 dias y, en el séptimo dia se afiadio 10 uM de RSV (Sigma, Merck
KgaA, DEU) reportado por Manriquezy col. (2023), durante 24 h y al finalizar se

realizaron las determinaciones correspondientes.

5.2 Ensayos de viabilidad celular

5.2.1 Ensayo de bromuro de dimetil-tiazolil-difenil-tetrazolio (MTT)

Los experimentos se realizaron en placas de 96 pozos con una concentracion
celularinicial de 2x10%células en 200 yL de medio DMEM por pozo. Mediante el
ensayode MTT (Sigma, Merck KGaA, DEU)es posible determinar si los intervalos

de concentraciones utilizadas en el estudio presentan o no potenciales efectos

citotoxicos para el cultivo
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Este ensayo de viabilidad celular se basa en la reduccion metabdlica del MTT por
la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en un compuesto Illamado
formazan de color parpura, permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial
de las células tratadas de manera que, la cantidad de células vivas, es

proporcional a la cantidad de formazan producido.

Al finalizar la incubacién (7 dias) con los tratamientos, se retiraron de la placa y
se adicionaron 100 uL de medio de cultivo con glucosaestandary 100 yL de MTT
previamente preparado; la placa se incub6 30 min a 37 °C para posteriormente
remover el medio y afadir 200 yL de DMSO para solubilizar los cristales de
formazan obtenidos. La lectura de la absorbancia se midi6 a 570 nm en
espectrofotometro de placas Varioskan (Thermo ScientificTM, Waltham, MA,
USA)Yy los resultados se expresan en porcentaje contra un control sin tratamiento

en condiciones estandar de glucosa.

5.2.2 Cuantificacion de proteinatotal por el ensayo del acido bicinconinico (BCA)

Para la cuantificacion de proteina total se emple6 el kit comercial Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher, MA, USA). Este método colorimétrico
establecido por Smith (1985) se basa en la formacién de un complejo proteico
Cu2*en un medio basico seguido de la reduccién a Cul*que interactiia con 2
moléculas de BCA generando un cambio de color a parpura con una absorbancia

medible a 562 nm.

Para el ensayo BCA, los macréfagos RAW 264.7 se sembraron en una placa de
96 pozos a unaconcentracion inicial de 2x104células por pozo con los respectivos
tratamientos por 7 dias y, unavez alcanzada la confluencia, se afiadié el RSV
para posteriormente incubar durante 24 h. Al finalizar se retiraron los tratamientos
y se lisaron las células por choque térmico agregando 50 uL de PBS 1X.
Posteriormente, al lisado se adiciond la solucion de trabajo de BCA (50 partes de
solucion A por cada parte de solucién B) y la placa se incubé por 30 min a
temperatura ambiente. Finalmente se registr6 la absorbancia a 562 nm en

espectrofotometro de placas Varioskan y el contenido de proteina se calculé por
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extrapolacion a una curva estandar con albumina sérica bovina (2 mg/mL BSA,
por sussiglasen inglés; Sigma, Merck KGaA, DEU); de acuerdo a las indicaciones

del fabricante.

5.3 Cuantificacion de nitritos por el reactivo de Griess

La deteccion de NO es unaforma de monitorear los mecanismosde activacion de
NF-kB descritos previamente caracteristicos del estado proinflamatorio. Para lo
anterior, se cuantificaron los niveles de nitritos/nitratos, como una medida
indirecta del NO, en el medio de cultivo de los macréfagos RAW 264.7 mediante
la reaccion de Griess. Para lo anterior, los macréfagos RAW 264.7 se sembraron
en placas de 96 pozos a unaconcentracion inicial de 2x104 células por pozo con
los respectivos tratamientos y unavez alcanzaron laconfluenciaen un periodo de
incubacioén de 7 dias y posterior a las 24 h de incubacién con RSV en el séptimo
dia, se tomaron 50 pL del sobrenadante y se colocaron en una placa de 96 pozos
donde se afiadieron 50 pL de sulfanilamiday se incubo por 5 min a temperatura
ambiente protegido de laluz; posteriormente, se adicionaron 50 pL de N-1-(naftil)-
etilendiamina (NED) Yy la placa se incubo6 durante 30 min protegida de la luz para
finalmente realizar la lectura de la absorbancia a 540 nm en espectrofotometro de
placas Varioskan. Los resultados se expresaron como UM de nitritos por

extrapolacion a curva de calibracién con nitrito de sodio.

5.4 Determinacién de GSH total

La cuantificacion de grupos tioles totales se emplea para evaluar el nivel
endogenode sistemas antioxidantesy se realizo como se describe a continuacion
(Ulrich y Jakob, 2019). Para lo anterior, los macrofagos se sembraron en placas
tipo Petri de 60 mm (1x10°) y se incubaron con los respectivos tratamientos por 7
dias hasta confluencia para posteriormente afiadir RSV por 24 h el ultimo dia; al
concluirlaincubacién con RSV las células se enjuagaron con PBS de 2 a 3 veces
para después ser recolectadas en 3 mL de PBS 1X y realizar unalisis celular por

choque térmico.
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Una vez lisadas las células, se tomaron 150 pL de lisado celulary se colocaron
en un tubo tipo eppendorf junto con 120 pL de H20 destilada y 30 pL de acido
tricloroacético (TCA, por sus siglas en inglés) al 20 % y se homogeneizo la
muestra empleandoun vortex. Unavez homogeneizadas, lasmuestras se dejaron
reposar por 30 min en hielo y se centrifugaron a 8750 rpm a 4 °C por 5 min;
posteriormente, se recuperaron 50 pL del sobrenadante y se colocaron por
triplicado en placa de 96 para afiadir 150 yL de solucién Tris-EDTA a pH 8.2,y
100 pL de &cido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) en metanol (Tietze, 1969).
Finalmente, la placa se incubd por 5 min a temperatura ambiente protegida de la
luz y se registr6 la absorbancia a 412 nm en espectrofotometro de placas
Varioskan.Los resultados se presentan por extrapolacion con curvade calibracion
de GSH (0 a 200 uM).

5.5 Deteccion de MDA por el ensayo del 4cido tiobarbitdrico (TBARS)

Este ensayo detecta los niveles de malondialdehido (MDA) como principal
producto de la peroxidacion lipidica derivado de las condiciones experimentales
propuestas, el cual se considera un buen indicador de los niveles generales de
estrés oxidativo celular. La técnica se realiza en presencia de calor y un medio
acido donde el MDA reacciona con 2 moléculasde TBA (acido tiobarbiturico) para
formar un aducto coloreado MDA-TBA2 (TBARS, por sus siglas en inglés), el cual

puede ser detectado a 532 nm.

Para este ensayo, los macrofagos se sembraron en placas tipo Petri de 60 mm
(1x10°) con los distintos tratamientos por 7 dias y posterior a las 24 h de
incubacion con RSV el ultimo dia se retiraron, tomando una parte de muestra por
5 partes de reactivo de TBARS. Las muestras se sonicaron en agua destilada a
90 °C por 20 min para posteriormente dejar enfriary centrifugara 10,000 rpm por
10 min a 4 °C, finalmente se tomaron 270 pL del sobrenadantey se colocaron en
unaplacade 96 para registrar su absorbancia a 532 nm en espectrofotometro de
placas Varioskan. Los resultados se expresan como equivalentes de MDA
normalizados con la concentracion de proteina celular de la muestra

correspondiente.
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5.6 Aislamiento de RNA y anélisis por g°PCR

La cuantificacion de la expresidon relativa de RNAm, como estrategia para
determinar el impacto de las condiciones experimentales propuestas sobre el
estado proinflamatorio de los macréfagos, se realiz6 de la siguiente forma. EI RNA
total se aislo de los macré6fagos RAW?264.7 posterior al periodo de incubacién con
los diversos tratamientos siguiendo el protocolo del reactivo TRIzol (TRIzolTM,
Invitrogen, MA, USA); posteriormente, el RNAmM aislado se transcribio
inversamente hacia ADNc siguiendo las instrucciones del kit M-MLV RT de
Promega (Promega, WI, USA). Al finalizar los procedimientos se realizé la
determinacion por PCR en tiempo real siguiendo el protocolo del reactivo
FastStart SYBR Green Master (Roche, Basilea, CHE). El andlisis de la expresion
relativa de RNAm se realizo por medio del sistema de PCR StepOne RealTime
(Applied Biosystems, MA, USA) con el siguiente programa: precalentamientoa 95
°C durante 10 min; desnaturalizacion a 95 °C durante 15 s; alineamiento a 60 °C
durante 1 min; curva de disociacion 95 °C durante 15 s; de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

Losgenes18s rRNAyY RPLOse utilizaron como parte del método de normalizacion
para el analisis de la expresion relativa AACt mediante la féormula AACT =
ACT(muestra objetivo)-ACT(muestra de referencia) = (CTo-CTs )—-(CTc — CTa)
(Livak & Schmittgen, 2001). Las secuencias de los iniciadores empleados para el
analisis se tomaron de Manriquezy col. (2023) y se detallan a continuacién en el
Cuadro 3. La especificidad de los mismos se verificO mediante Primer-BLAST en
NCBI.

Cuadro 3. Secuencias de los iniciadores para el andlisis de la expresion relativa

de genes relacionados al fendmeno de polarizacién.

Gen Sentido Reversa Referencia Tm

IL-6  CCACTTCACAAGTCGGAGGCTT GCAAGTGCATCATCGTTGTTCATAC NM_001314054.1 60°C
IL-10 GCCTTGCAGAAAAGAGAGCT AAAGAAAGTCTTCACCTGGC NM_010548.2 56 °C
18s  CGGAAAATAGCCTTCGCCATCAC  ATCACTCGCTCCACCTCATCCT NM_011296.3 60 °C

RPLO ATCGTCTTAAACCCCGCGT CTGCCGTTGTCAAACACCTG NM_007475.5 60°C
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5.7 Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como la media * la desviacion estandar de tres
experimentos independientes. Para el analisis estadistico de los datos obtenidos
en cada determinacion realizada se aplic6 ANOVA de una via seguido de una
comparacién de medias mediante un andalisis Dunnett (p < 0.05). Los analisis

estadisticos se realizaron utilizando el paquete GraphPad Software version 8.0.1
(GraphPad Software, CA, USA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Actualmente a nivel global, el aumento en la prevalencia de enfermedades no
transmisibles como el sobrepeso y la obesidad, asociadas a un estado
inflamatorio crénico de bajo grado, ha generado una gran preocupacién en torno
a la salud publica. Estos desequilibrios metabdlicos son un factor importante de
riesgo para el desarrollo de padecimientos asociados como la DT2, las
cardiopatias, la EHGNA, entre otras anomalias metabdlicas, afectando la calidad
de vida de millones de personas. En México, alrededor del 75 % de personas
adultas presentan sobrepeso u obesidad; asi mismo, alrededor de 35.6 % de la
poblacién infantil se ve afectada por estas condiciones y por el desarrollo de las

comorbilidades asociadas a dicho estado de salud.

La inflamacién, componente central de la inmunidad innata, constituye un
mecanismo mediante el cual el organismo mantiene la homeostasis a través de
la inmunovigilancia para la defensa del huésped. Sin embargo, cuando se
presenta un estado inflamatorio crénico de bajo grado, la homeostasis sistémica
se ve alterada y se favorece la aparicidén de diversas patologias no transmisibles.
En la obesidad el tejido adiposo visceral es el principal foco de un estado
inflamatorio que se mantiene en el tiempo debido a la aparicién de adipocitos
disfuncionales y la constante infiltracion de células inmunitarias, particularmente
macrofagos. En este escenario se favorece la creacion y mantenimiento de un

microambiente proinflamatorio con citocinas clave como TNF-a, IL-6 e IL-1[.

Los macréfagos presentes en el tejido adiposo de individuos con dietas
hipercaldricas tienden a polarizarse hacia macréfagos M1 exacerbando la
cascada de sefnalizacion proinflamatoria, debido principalmente a la presencia de
adipocitos que han sufrido hipertrofia e hiperplasia y que secretan adipocinas

proinflamatorias.

Generalmente, el fendmeno de polarizacion de macréfagos se aborda a través de
la suplementaicion de moléculas inductoras (LPS, TNF-a, etc.) o compuestos con

potencial bioactivo (RSV, D3T, etc.). No obstante, el abordaje de este fendmeno

33



desde la perspectiva de los desdrdenes metabdlicos como los inducidos por

niveles suprafisiolégicos de glucosa e insulina es relativamente reciente.

6.1 Prueba de viabilidad celular de macréfagos RAW 264.7 en condiciones de

glucosa estandar y glucosa alta de insulina y suplementados con resveratrol.

Inicialmente se evalud la viabilidad celular de los macréfagos RAW 264.7
mediante el ensayo de MTT con la finalidad de definir si las distintas condiciones
de cultivo afectan la calidad de macrofagos metabdlicamente activos. Las
condiciones de cultivo reportadas aqui derivan de proyectos de investigacion
previos (Avalos-Marquéz, 2023; Manriquez-Nufiez, 2023) donde se utilizaron
medios condicionados de macréfagos con glucosa elevada, LPS y cultivo de
células HepG2 suplementadas con insulina para la generacion de un modelo de
esteatosis hepatica. En este sentido, el presente proyecto evalua particularmente
este conjunto de caracteristicas asociadas a un microambiente hiperglucémico
para observar los posibles efectos metabdlicos sobre los mecanismos

proinflamatorios en macréfagos RAW 264.7.

Al incubar macréfagos en condiciones hiperglucémicas con 25 mM y 30 mM de
glucosa sin suplementacién con insulina, la viabilidad celular aumenté en un 14y
18 %, respectivamente, en comparacion con el cultivo en condiciones
nomoglicémicas. Por otro lado, al suplementar los medios hiperglucémicos (25
mM y 30 mM) con insulina se obtuvo un aumento de la viabilidad del 6.7 y 16 %
respecto a los macrofagos control incubados con 5 mM de glucosa. Aunado a lo
anterior, la adicion de RSV (10 uM) normalizé la viabilidad de las células RAW
264.7 a 25 mM de glucosa suplementado con insulina respecto al control; sin
embargo, bajo la condicion con 30 mM de glucosa con insulina se observo un

aumento en la viabilidad del 13 % respecto al control (Figura 3).

Se hareportado que las células RAW 264.7 incubadas con 25 mMy 30 mM de
glucosa por 24 h no muestran una variacion significativa en la viabilidad celular
(Jiay col., 2015; Liaoy col., 2020), lo que difiere con los resultados obtenidos en

el presente estudio. Sin embargo, esta diferencia podria atribuirse a la variacion
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en los tiempos de estimulacion con glucosa. Como se ha mencionado
previamente, en este estudio los cultivos se incubaron en condiciones de
hiperglicemia durante 7 dias; mientras que, en los estudios citados los protocolos
indican tiempos de incubacion entre 12 y 72 h. Por otro lado, Manriquez y col.
(2023) mantuvieron cultivos de macréfagos RAW 264.7 en un medio con 25 mM
de glucosa por un periodo de tiempo similar al usado en este estudio y obtuvieron
un aumento significativo de la viabilidad respecto al control 5 mM, coincidiendo

con los resultados aqui reportados.
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Figura 3. Efecto de la estimulacién sostenida (7 dias) con concentraciones
elevadas de glucosa e insulina sobre la viabilidad de la linea celular RAW 264.7
suplementada con RSV, evaluada mediante el ensayo de MTT. * Indica diferencia
estadistica (p < 0.05) respecto al control (Glu 5 mM sin insulina). Glu: glucosa,

INS: insulina, RSV: resveratrol.

Una de las funciones de los macréfagos consiste en censar cambios en su
microambiente y, para ser capaces de generar respuestas inmunoldgicas
adecuadas, poseen vias metabdlicas flexibles que responden a estas
alteraciones. Si bien comunmente la reprogramacion metabdlica de los

macrofagos se asocia con su polarizacion hacia los fenotipos M1/M2, se sabe que
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también la disponibilidad de nutrientes en el medio puede influenciar su
metabolismo. En este estudio, los macréfagos fueron activados metabdlicamente
mediante la exposicion a niveles altos de glucosa, junto con la adicion de insulina

al medio de cultivo.

En los individuos, las células B pancreaticas son las encargadas de la secrecion
de insulina para la internalizacion de la glucosa y su posterior metabolismo. En
los macréfagos, la presencia de insulina induce la traslocacion del transportador
de glucosa GLUT4 del citoplasma a la membrana celular aumentando la entrada
de glucosa a la célula y favoreciendo su metabolismo glucolitico y la via de las PP
(Russoy col., 2021). Los pasos oxidativos en la via de las PP son cruciales para
los macréfagos ya que generan NADPH que es utilizado por la enzima NADPH
oxidasa para la produccién de EROS (Violay col., 2019). Ademas, se ha reportado
que los macréfagos metabdlicamente activados poseen una mayor actividad
mitocondrial; por lo tanto, se infiere que debido al aumento de la glucdlisisy de la
actividad mitocondrial, hay una mayor producciéon de NADPH. EI NADPH es el
principal agente reductor del MTT lo que podria explicar el aumento en el
porcentaje de viabilidad obtenido en hiperglucemia (Ghasemi y col., 2021). En
ningun caso se observé una reduccion de la viabilidad celular por lo que ninguna

de nuestras condiciones experimentales presenta toxicidad para el cultivo.

Se ha reportado que los macrofagos metabdlicamente activados poseen una
mayor actividad mitocondrial; por lo tanto, se infiere que debido al aumento de la
glucolisis y de la actividad mitocondrial, hay una mayor produccion de NADPH. El
NADPH es el principal agente reductor del MTT lo que podria explicar el aumento
en el porcentaje de viabilidad obtenido en hiperglucemia (Ghasemi y col., 2021).
En ningun caso se observé una reduccion de la viabilidad celular por lo que
ninguna de nuestras condiciones experimentales presenta toxicidad para el

cultivo.

Con los resultados obtenidos en este ensayo (Figura 3) se confirma que las
concentraciones de glucosa e insulina, asi como de RSV utilizadas, no presentan

citotoxicidad para el cultivo, lo cual coincide con lo reportado previamente por

36



otros grupos de investigacion (Suzuki y col., 2021; Suriyaprom y col., 2023).
Particularmente se verifico que la concentracién de insulina utilizada en este
estudio (10 ug/mL) no disminuyd la viabilidad de las células RAW 264.7. Este
hallazgo es relevante, ya que actualmente no existen estudios en cultivo de

macrofagos RAW 264.7 con las condiciones aqui utilizadas.

6.2 Cuantificacion de proteina por BCAen cultivos de macréfagos RAW 264.7 en
condiciones de glucosa estandar y glucosa alta en presencia de insulina alta y

suplementados con resveratrol.

También se realizé el ensayo de BCA para evaluar la concentracion total de
proteina celular, como una medida indirecta del numero de células bajo las
diferentes concentraciones de glucosa con insulinay RSV. Este analisis permitio

descartar efectos citotdoxicos asociados a los tratamientos.

Como se muestra en la Figura 4, la cuantificacion de proteinas por BCA en los
cultivos de macrofagos RAW 264.7 aument6 hasta un 27 % para las células con
glucosa 25 mM respecto al control de glucosa estandar. Mientras que, para los
cultivos con glucosa elevada (25 mM y 30 mM) e insulina y suplementados con
RSV se observé una disminucion en la concentracion total de proteinas del 21 %
y 26 %, respectivamente, en comparacion con el control con 5 mM de glucosa. El
resto de las condiciones evaluadas no presenta ningun cambio respecto a este

control (Figura 4).

Los resultados obtenidos con 25 mM de glucosa coinciden con lo reportado por
Ventery col. (2014), en cuyo estudio las células RAW 264.7 en 25 mM de glucosa
(24 h) estimuladas con LPS aumentan su contenido de proteina total. En el
presente estudio no se suplementé LPS en los cultivos; sin embargo, estudios
previos reportan que un microambiente hiperglucémico es suficiente para activar
las células y promover la secrecion de citocinas proinflamatorias en los
macrofagos. Ademas, esta ampliamente reportado que estimulos proinflamatorios
cambian el flujo metabdlico de los macréfagos hacia la glucdlisis; por lo que se

infiere que, en ambos casos e independiente del estimulo proinflamatorio (LPS o
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hiperglucemia), los macréfagos se activaran y tendran una incremento en su
actividad metabdlica; y, por lo tanto, un aumento del contenido de proteina entre
el cual, se podria suponer, encontrariamos citocinas, quimiocinas y otras
proteinas involucradas en la respuesta inflamatoria. (Dissanayake y col., 2021;
Suny col., 2022; Sousa y col., 2023). Aunado a lo anterior, la observacion bajo el
microscopio del cultivo de macréfagos RAW 264.7, en glucosa 25 mM, mostré un
aumento significativo de la densidad celular. Este aumento en el numero de

células también podria explicar el aumento del contenido de proteina.
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Figura 4. Efecto de la estimulacion sostenida (7 dias) con concentraciones
elevadas de glucosa e insulina sobre el contenido de proteina en la linea celular
RAW 264.7 suplementada con RSV, determinada por el método de BCA. * Indica
diferencia estadistica (p < 0.05) respecto al control (Glu 5 mM sin insulina). Glu:

glucosa, INS: insulina, RSV: resveratrol.

En la Figura 4 no se observa un aumento en el contenido proteico en las
condiciones mas elevadas de glucosa (30 mM), ni en aquellas suplementadas con
insulina (25 mM y 30 mM de glucosa). Esto podria deberse a la abundante
disponibilidad de glucosa en el medio que estimula la glucdlisis como principal via

metabdlica con la consecuente activacion de los mecanismos celulares
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proinflamatorios y el aumento desregulado de ERO y ERN que conducen a una
disfuncion mitocondrial y a la activacion de las oxidasas NADPH citoplasmatica
(Rendra y col., 2019). También se observé un incremento en los niveles de NO y
MDA que contribuyen al mantenimiento del estrés celular y la disfuncion de las

biomoléculas mediante su interaccion.

Finalmente, en el contexto de un estrés celular creciente los mecanismos
celulares se concentrarian en la reparacioén celular y el mantenimiento de los
sistemas antioxidantes enddgenos, disminuyendo la proliferacion y sintesis de
nucleotidos (Plauth y col., 2016).

Se ha reportado que polifenoles, como el RSV, pueden actuar también como
prooxidantes dependiendo de las condiciones en el microambiente como: pH,
concentracion de compuesto fendlico, estado REDOX basal (equilibrio entre
oxidantes y antioxidantes en la célula), entre otras, que impactan en la
proliferacién celular (Do Carmo y col., 2021). Se reporta que la oxidacion del RSV
se produce en condiciones fisiolégicamente relevantes; por ejemplo, la
hiperglucemia causa un desequilibrio redox en el microambiente celular
volviéndolo altamente oxidativo, lo que puede causar que el RSV se autooxide y
genere semiquinonas, lo cual tendria un efecto prooxidativo sobre el sistema y
exacerbaria la cascada de ERO ya existente (Plauth y col., 2016; Fonseca y col.,
2018).

En la Figura 4, los cultivos de macréfagos con 25 mM y 30 mM de glucosa con
insulina suplementados con RSV reportan una disminucién en el contenido total
de proteina del 19 % y 23 %, respectivamente. Se propone que el posible efecto
prooxidativo del RSV afectaria la sintesis proteica y la proliferacién celular debido
al aumento de ERO vy, por lo mismo, se infiere que su efecto sobre los sistemas
antioxidantes seria minimo (Ghosh & Shcherbik, 2020; Shaito y col., 2020), con
lo cual se podrian sustentar la disminucién en el contenido proteico previamente

mencionado.
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Hasta el momento no hay evidencia reportada que apoye o refute los posibles
beneficios del RSV en un microambiente hiperglucémico con insulina elevada o
incluso unicamente con insulina elevada por mas de 48 h. Por ello, y como se ha
planteado en el proyecto, proponemos que una exposicion mas prolongada del
cultivo a un ambiente proinflamatorio causaria una disminucién en el posible

efecto del RSV sobre la atenuacién de los procesos inflamatorios.

6.3 Variacidén en la produccion de oxido nitrico en cultivo de macrofagos RAW
264.7 en condiciones de glucosa estandar y glucosa alta en presencia de insulina

alta y suplementados con resveratrol.

El NO, producido por la isoforma inducible de la enzima iNOS en respuesta a la
activaciéon del sistema inmunoldgico, actia como un agente tdxico para
patdgenos. Este radical es la principal ERN producida por las células y es también
la principal fuente de otras ERN. Durante condiciones patolégicas, como un
estado proinflamatorio sostenido, el NO se vuelve nocivo debido a su alta
reactividad con otros radicales libres presentes en el medio como el anion
superoxido (O27), generando peroxinitrito (ONOO). Cuando el sistema bioldgico
presenta un desbalance entre estas dos especies reactivas (ERNy ERO) se ven
interferidos diversos mecanismos moleculares que afectan el ciclo celular
(Martinez & Andriantsitohaina, 2009; Palmieri y col., 2020).

La produccién desregulada de ERN favorece la aparicion de estrés nitrosativo que
puede ser toxico para la célula misma, y, es por todo lo anterior que la deteccidn
de nitritos como metabolitos finales de la descomposicién del NO nos ayuda a
monitorear el efecto que pueden o no tener las condiciones experimentales

utilizadas sobre la posible activacién de los mecanismos proinflamatorios.

Se encontré que la estimulacion de macrofagos unicamente con glucosa elevada
(25 mM y 30 mM) aumenté la produccién de nitritos en un 11 % y 24 %,
respectivamente (Figura 5). En este contexto, los macréfagos estan clasificados
como ceélulas principalmente glucoliticas, por lo que una exposicion prolongada

en condiciones de alta glucosa se promueve el metabolismo de carbohidratos
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mediante la glucdlisis (Zhu y col., 2015). Lo anterior coincide con los resultados
obtenidos por Dissanayake y col. (2021), quienes reportan que una
sobreestimulacion de la glucdlisis causada por un estimulo de glucosa elevado,
aun en periodos cortos, promueve la polarizacion de los macrofagos hacia un
fenotipo M1. En contraste con nuestros resultados, otros estudios han reportado
que en cultivos de macrofagos (BMDM) con glucosa elevada (25 mM) por 7 dias
y estimulados con 50 ng/mL de LPS, la produccion de NO se ve reducida, pero
se expresan niveles mas altos de citocinas como TNF-a e IL-1 sugiriendo asi el
mantenimiento de un fenotipo proinflamatorio (Pavlou y col., 2018; Sousay col.,
2023).

Interesantemente para los macréfagos en medio con 25 mM de glucosa con
insulina no se observaron cambios en el nivel de NO respecto al control, pero si
se observd una disminucién respecto a los macréfagos en medio con 25 mM de
glucosa sininsulina (Figura 5). Estos resultados coinciden con lo reportado por Yu
y col. (2019), donde macréfagos THP-1 en glucosa 25 mM por 72 h y
suplementados con 10 uM de insulina por 24 h mostraron una disminucion en el
nivel de expresiéon de iINOS respecto al cultivo de TPH-1 en glucosa 25 mM sin
insulina y valores similares al cultivo de TPH-1 en glucosa 5.5 mM. Los
investigadores atribuyen tal efecto sobre iINOS a la activacion de la via PI3K/Akt

por accién de la insulina.

Por otro lado, los macréfagos en 30 mM de glucosa con insulina tuvieron un
incremento de 10.4 % en la produccion de NO respecto al cultivo estandar (5 mM
de glucosa) (Figura 5). Esto podria deberse a la produccion de citocinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-6 e IL-18 que, de manera autocrina, activan
elementos proinflamatorios como JNK e IKKB lo que deriva en un ciclo de
amplificacion inflamatoria (Acosta-Martinez & Cabail, 2022). La diferencia
observada en la produccion de NO entre las condiciones de 25 mM de glucosa +
insulina y 30 mM de glucosa + insulina sugiere que, en condiciones mas
desafiantes (30 mM de glucosa) la insulina pierde su efecto antiinflamatorio, como
lo proponen Yu y col. (2019), lo que explicaria la ausencia de una disminucion en

la produccion de NO en dichas condiciones.
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En los cultivos de macréfagos incubados con 25 mM de glucosa con insulina, la
suplementacién con RSV disminuy6 la concentracion de NO en un 12 %, en
comparacién con el control con glucosa estandar 5 mM (Figura 5). Este dato es
relevante, ya que una reduccion en la produccién de NO en presencia de insulina
es deseable debido a que la presencia desregulada de esta molécula es
caracteristica de una condicién hiperglucémica en individuos. En este contexto, y
de acuerdo a lo reportado por Yu y col. (2019) en cultivos de macrofagos RAW
264.7 activados con LPS (1 ug/mL) y suplementados con 30 uM de RSV, hubo
una disminucién en la expresion relativa de iINOS, con lo que se puede inferir que
la suplementacion con RSV también disminuye los niveles de NO respecto a los
reportados para el cultivo control. Por otro lado, Ryyti y col. (2022) reportan en su
estudio que cultivos de macrofagos murinos J774 polarizados hacia el fenotipo
M1 mediante estimulaciéon con LPS (10 ng/mL) presentaron una disminucién en
la produccion de NO de manera dependiente de la dosis de RSV después de 24
h de incubacion, mostrando hasta un 42 % de disminucion en la produccién de
NO con RSV 10 pM.

Finalmente, respecto a los macrofagos incubados con 30 mM de glucosa con
insulinay suplementados con RSV, si bien, no se observa una disminucion en la
produccion de NO como reportan Yu y col. (2019) y Ryyty y col. (2022), si se
observa una normalizacion de los valores respecto al control de glucosa estandar

lo que sugiere un efecto protector del RSV sobre estas condiciones.

Diferentes contextos metabdlicos influyen de manera particular sobre el espectro
de polarizaciony la actividad de los macréfagos. En un estado de obesidad, por
ejemplo, los macrofagos del tejido adiposo son activados por varios estimulos
metabdlicos como los acidos grasos libres y niveles elevados de glucosa e
insulina. Es por ello que, dependiendo del contexto genético vy fisiolégico, la via
PI3K/Akt modula la respuesta de diversas senales metabdlicas e inflamatorias en
los macréfagos, ya que se encarga de transducir sefales de varios receptores,
incluidos los receptores de insulina (Rl e IGF1R) y los TLR (Acosta-Martinez &
Cabail, 2022).
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Figura 5. Efecto de la estimulacién sostenida (7 dias) con concentraciones
elevadas de glucosa e insulina sobre la cuantificacién de 6xido nitrico en el medio
de la linea celular RAW 264.7 suplementada con RSV. * Indica diferencia
estadistica (p < 0.05) respecto al control (Glu 5 mM sin insulina). Glu: glucosa,

INS: insulina, RSV: resveratrol.

6.4 Efecto del estimulo sostenido de glucosa e insulina alta en cultivo de

macrofagos RAW 264.7 suplementados con resveratrol sobre el estrés oxidativo

(GSH).

En este tipo de células sensibles a la hiperglucemia una carga excesiva de
glucosa constante desencadena la formacion desregulada de ERO causantes del
estrés oxidativo intracelular y activadores del factor NF-kB que regula
positivamente la expresion de citocinas proinflamatorias (Rendray col., 2019). En
este contexto, el GSH protege contra el estrés oxidativo mediante la eliminacion
0 neutralizacion de ERO y ERN y la inhibicién de la peroxidacion lipidica; asi
mismo, el GSH es el antioxidante mas abundante en las células aerébicas (Owen

& Butterfield, 2010). Por lo anterior, se evaluo el estado antioxidante de los
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macrofagos RAW 264.7 en condiciones de hiperglucemia estimulados con

insulina alta (10 pg/mL) y suplementados con RSV 10 yM.

Se encontré que en los macréfagos bajo condiciones de 25 mM de glucosa en las
3 diferentes condiciones utilizadas en este estudio (25 mM de glucosa, 25 mM de
glucosa + insulinay 25 mM de glucosa + insulina + RSV) se presenté un aumento
de GSH de hasta 12.4 veces respecto a las células control con 5 mM de glucosa;
mientras que, en los macréfagos bajo las condiciones de glucosa mas elevadas
sin resveratrol (30 mM, 30mM + insulina), los valores de GSH fueron

estadisticamente similares al valor de los macrofagos control (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la estimulacion sostenida (7 dias) con concentraciones
elevadas de glucosa e insulina sobre el contenido intracelular de GSH total de la
linea celular RAW 264.7 suplementada con RSV. *Indica diferencia estadistica (p
< 0.05) respecto al control (Glu 5 mM sin insulina). Glu: glucosa, INS: insulina,

RSV: resveratrol.

De manera similar a lo observado en este estudio con los macréfagos a 25 mM

de glucosa, Manriquez y col. (2023) reportan que los macrofagos incubados con

44



glucosaalta (25 mM) y estimulados con 60 ng/mL de LPS elevan sus niveles de
GSH intracelular 3.2 veces mas en comparacion con los macrofagos control en 5
mM de glucosa sin estimulacion de LPS. Ademas, estos autores mencionan que
los niveles de GSH en los macréfagos incubados con 25 mM de glucosa, 60
ng/mL de LPSy suplementadoscon DT3 0 RSV (alas diferentes concentraciones)
se mantienen bajos en comparacion con los macrofagos en glucosa alta (25 mM)
y 60 ng/mL de LPS, pero aun mantienen niveles superiores a las células control

en glucosa 5 mM sin LPS.

Interesantemente, y similar al fendmeno observado en este estudio con los
macréfagos incubados a 30 mM de glucosa y 30 mM de glucosa + insulina,
Manriquezy col. (2023) reportan que, cuando los macréfagos en glucosa alta son
estimulados con 100 ng/mL de LPS, se observa unareduccion en el contenido de
GSH, acercandose al nivel de los macréfagos control no estimulados con LPS.
Por lo anterior, inferimos que ambos estimulos ejercen un efecto de intensidad
comparable sobre los macréfagos de manera que los niveles intracelulares de

GSH se ven afectados.

Finalmente, Manriquez y col. (2023) reportan que los macréfagos bajo
condiciones de 25 mM de glucosa + 60 ng/mL de LPS y suplementados con D3T
o0 RSV muestran niveles elevados de GSH respecto a los macréfagos control en
5 mM de glucosasin LPS y a los macréfagos en 25 mM de glucosasin LPS. En
comparacion con estos resultados, en nuestro estudio se observa que el RSV
incrementa los niveles de GSH en los macréfagos bajo condiciones de alta
glucosa e insulina, en relacién con las células control (5 mM de glucosa), aunque

dicho efecto pareciera atenuarse en la condiciéon con 30 mM de glucosa.

Kim y col. (2004) reportan en cultivos primarios de hepatocitos de rata
suplementados con 1 pg/mL de insulina en condiciones de normoglucemia un
aumento de hasta 160 % en la actividad de la enzima GCL (glutamato-cisteina
ligasa), enzima limitante en la biosintesis de GSH, resultando en un aumento de
hasta 40 % en los niveles de GSH. Ademas, en su estudio demuestran que la

inhibicion de la enzima PI3K mediante la adicion de wortmannin, previene el
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incremento previamente observado en los niveles de GSH mediados por la
insulina. En este sentido, su estudio sugiere que el incremento de GSH esta
mediado por la activacion de la via PI3BK/AkUmTOR por la accion de la insulina
que, a suvez, inducelaexpresion de laenzima GCL. Por otro lado, Okouchiy col.
(2006) utilizaron lalineacelularde cerebro (IHEC) cultivadaen 25 mM de glucosa
por una semanay tratada con 100 nM de insulina por 24 h obteniendo resultados
consistentes con el efecto citoprotector de la insulina mediado por la activacion
de la via PI3K/AKUmTOR. Adicionalmente, sus resultados sugieren que el
tratamiento con insulina es capaz de inducirla translocacion de Nrf2, mediante la
via PI3K/AKmTOR. De esta manera, los investigadores concluyen que la
insulina, en niveles elevados de glucosa (25 mM) de manera cronica o sostenida,
aumenta la actividad de GCL, incrementando asi los niveles intracelulares de
GSH. Los resultados previos, en conjunto con los resultados de Manriquez y col.
(2023), coinciden con los resultados obtenidos en este estudio para los
macréfagos bajo condiciones de 25 mM, en donde observamos un aumento en
los niveles de GSH respecto a los macréfagos control, aunque menos intenso en
comparacién con los cultivos estimulados con LPS, particularmente LPS 60 ng/mL
(Manriquez y col., 2023). Ademas, los estudios previos ofrecen una posible
explicacion sobre el potencial efecto de la insulina en los niveles de GSH
intracelular, al menos hasta 25 mM de glucosa como lo reportan Okouchiy col.
(2006). Por el contrario, se ha reportado unadisminucion del nivel de GSH a 25
mM (Kanikarlay col., 2019); sin embargo, esta diferenciapodria deberse a la falta
de suplementacién con insulina, como se muestra en lo reportado en los estudios

anteriores.

Estudios previos reportan una disminucion en los niveles de GSH en individuos
con DT2; ademas, esta disminucion se ha asociado con varias enfermedades
proinflamatorias cronicas como los padecimientos cardiovascularesy el sindrome
metabdlico (Sekhar y col., 2011; Hristov, 2022). Esta disminucién en el nivel de
GSH suele atribuirse a una limitacion en la suplementacién del sustrato necesario
(cisteina y glicina) para sintesis de GSH, la disfuncion mitocondrial, un defecto en
la via de biosintesis del GSH debido a las alteraciones metabdlicas presentes en

lainflamacion cronicaoa unincrementoen latasa de utilizacion de GSH respecto
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a su tasa de sintesis (Kanikarlay col., 2019). En comparacion con la condicion de
25 mM de glucosaque elevalos nivelesde GSH (Figura 6), la glucosaalta 30 mM
pareciera ejercer el efecto contrario. En la Figura 6 se observa que los niveles de
GSH en los macréfagos bajo las distintas condiciones en 30 mM de glucosa se
acercan al valor obtenido para los macréfagos control. Respecto a lo anterior,
Park y col. (2011) observaron un aumento de las ERO y unadisminucién de los
niveles de GSH, respecto al control, en células epiteliales glomerulares (GEC)
tratadas con 30 mM de glucosa por 24 h; sin embargo, el pretratamiento con 100
UM de galato de epigalocatequina-3 (EGCG, el polifenol antioxidante mas potente
del té verde) por 2 h disminuyé significativamente la produccion de ERO y
aumentd el nivel de GSH respecto a las células control 5 mM de glucosa. En otro
estudio con la linea celular epitelial EA.hy926 tratada con 30 mM de glucosa por
24 h se observé unadisminucion del 50% en el nivelintracelularde GSH respecto
al control; por el contrario, el cotratamiento con el extracto de Vochysia rufa (10
pMg/mL) recuperd parcialmente el nivel de GSH respecto a las células control
(Mouray col., 2017).

En este sentido, y tomando en consideracion los hallazgos descritos previamente,
nuestros resultados coinciden con la disminucion en los niveles de GSH en los
macréfagos cultivados en 30 mM de glucosa; sin embargo, al suplementar el
cultivo con RSV y en presencia de insulina, los niveles de GSH logran
recuperarse, aungque en menor medida que para las condiciones en 25 mM de

glucosa.

Se proponequeladiferenciaen el posible efecto de la insulinasobre la atenuacion
en la disminucion de los niveles de GSH bajo las condiciones 25 mMy 30 mM de
glucosa se debe, como se menciona anteriormente, a que la activacion de la via
PI3K/Akt en los macrofagos depende del tipo y la intensidad de los estimulos en
el microambiente celular. En este contexto, esta bien establecido que, para
mantener la homeostasis y un estado de salud, es esencial la modulacion de la
glucemiay la captacion celular de glucosa. La homeostasis metabdlica a la que

estan sujetas las células mediante un equilibrio redox se ve interrumpida por la
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hiperglucemia causante de trastornos metabdlicos mediante la activacion de vias

aberrantes que promueven el estrés oxidativo.

Particularmente, la via de los polioles que, en condiciones hiperglucémicas se
activa y se ha estimado que utiliza mas del 30 % de la glucosa del cuerpo,
contribuye de manera importante al estrés oxidativo. Su primera reaccion
consume NADPH, disminuyéndolo, lo que a su vez disminuye el nivel de GSH
debido a que la glutation reductasa necesita del NADPH para regenerar el GSH,
comprometiendo la capacidad antioxidante celular (Yan, 2014). En este sentido,
creemos que los sistemas antioxidantes en los macréfagos a 30 mM de glucosa
se ven superados por el aumento del estrés oxidativo, como las ERO y ERN,
sumado a la posible disfuncién mitocondrial causada por el exceso de radicales

libres.

6.5 Efecto del estimulo sostenido de glucosa e insulina elevadas en cultivo de
macrofagos RAW 264.7 suplementados con resveratrol sobre la peroxidacion
lipidica (MDA).

El ensayo de sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARS) esta
ampliamente considerado como indicador de los niveles de estrés oxidativo en
muestras bioldgicas, ya que este ensayo nos permite medir la peroxidacion de
lipidos mediante la deteccion de malondialdehido (MDA) (De Ledn y Borges,
2020). En este sentido, los macrofagos RAW 264.7 estimulados con 25 mM y 30
mM de glucosa (sin insulina) mostraron los niveles mas altos de MDA (hasta 32
%) que los macréfagos control en glucosa 5 mM; un comportamiento similar se
observo para los macrofagos RAW 264.7 estimulados ademas con insulina en
cuyo caso se obtuvo un aumento de hasta 41 % respecto a las células control
(Figura 7).

Interesantemente para los macrofagos suplementados con RSV tanto 25 mM
como 30 mM de glucosa tuvieron un aumento en el nivel de MDA de 45.5 %y 29

% respectivamente frente a las células control en glucosa estandar (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la estimulacion sostenida (7 dias) con concentraciones
elevadas de glucosa e insulina sobre el contenido de MDA en el medio de cultivo
de la linea celular RAW 264.7 suplementada con RSV. *Indica diferencia
estadistica (p < 0.05) respecto al control (Glu 5 mM sin insulina). Glu: glucosa,

INS: insulina, RSV: resveratrol.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado por
Manriquez-Nufiezy col. (2023) en cuyo estudio se observé que los macréfagos
RAW 264.7 en glucosa 25 mM y estimulados con 60 y 100 ng/mL de LPS
mostraron niveles mas altos de MDA que los macrofagos control en glucosa
estandar sin LPS. Ademas, los autores reportan que los niveles de MDA se
redujeron con la suplementacion con D3Ty RSV (25 yM,5 uMy 10 uyM) a 60 y
100 ng/mL de LPS en 25 mM de glucosa respecto a las células en 25 mM de
glucosa con LPS; sin embargo, los niveles de MDA se mantuvieron aun altos
respecto a las células en 25 mM sin LPS y a las células control en 5 mM de

glucosa sin LPS.

En su estudio, Dingy col. (2019) cultivaron células HepG2 en 30 mM de glucosa

durante 12 h y observaron un aumento significativo en el nivel de MDA en
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comparacion con las células del grupo control (5 mM de glucosa). Aunque son
escasos los estudios en los que se reporta el contenido de MDA en cultivo celular
en condiciones de hiperglucemia, se puede observar que los datos obtenidos
hasta el momento coinciden con los resultados de nuestro estudio que muestran
un aumento general de los niveles de MDA en condiciones de hiperglucemia. En
este caso, la adicion de RSV al medio no ejerce un efecto atenuante sobre los
niveles de MDA para condiciones hiperglucémicas, coincidiendo con Manriquez-
Nufiez y col. (2023) quienes reportan que la suplementacion del D3T mostro
mejores resultados bajo estas condiciones que el RSV, el cual tuvo un mejor

efecto en condiciones de glucosa estandar.

La determinacion de los niveles de MDA en el medio de cultivo de macréfagos
RAW 264.7, bajo diferentes condiciones del medio de cultivo, permite evaluar el
aumento o disminucion en los procesos de peroxidacion lipidica mediados por
estrés oxidativo inducido por una condicién hiperglucémica e hiperinsulinémica
sostenida. Asi mismo, los nivelesde MDA en el medio de cultivo permiten dilucidar
la cantidad de metabolitos potencialmente proinflamatorios secretados por los
macréfagos que pueden interactuar con las células circundantes en un tejido, por
ejemplo, el tejido adiposo.

6.6 Induccién de marcadores moleculares del fenotipo M2 (IL-10) y M1 (IL-6) por
RSV en macrofagos RAW 264.7 en condiciones de hiperglucemia y

suplementados con insulina alta.

En la Figura 8 se muestran los cambios en la expresion relativa de la citocina
proinflamatoria IL-6 en los macrofagos bajo las distintas condiciones del medio.
Se encontroque la IL-6 mantuvoun valor similar al de los macréfagos control para
25 mM de glucosa sin ningun estimulo extra. Sin embargo, para el resto de
condiciones se observé un aumento en los niveles de IL-6 respecto al control,
siendo 30 mM de glucosa con insulina la condicién que mas elevo la expresion

relativa de esta interleucina con un aumento de hasta 105 % respecto al control.
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En general, los resultados obtenidos sobre la expresion relativa de IL-6 en
macréfagos son similares a los datos reportados en diversos estudios (Pavlou y
col., 2018; Suzukiy col. 2021; Manriquez-Nufiez y col., 2023), en los que se
observa que la estimulacion de las células unicamente con altas concentraciones
de glucosa (25 mM) en un periodo sostenido de tiempo (7 dias), no afecta la
expresion relativa de IL-6 en comparacion con los macréfagos control (5 mM de

glucosa).

Por otra parte, en la Figura 8 se observa que en macrofagos suplementados con
RSV en 30 mM de glucosa disminuyd la expresion relativa de la IL-6 en un 20 %
con respecto a las células en 30 mM + insulina, aungue se conserva por encima
de los macréfagos control (5 mM de glucosa). En general, los macréfagos en
medio hiperglucémico (aun con insulinay RSV) presentaron una expresion
relativamente alta de IL-6 respecto a las células control con 5 mM de glucosa. De
manera interesante, los resultados obtenidos sugieren que la adicion de insulina
podria ejercer un efecto potenciador sobre la expresion relativa de la IL-6, ya que
macréfagos bajo las condiciones de medio a las que se afiadio la insulinacon o

sin RSV, expresaron niveles mas elevados de IL-6.

Se ha demostrado en estudios previos que una exposicion a niveles altos de
glucosa (25 mM) a corto plazo (3-48 h) mas la adiciébn de LPS potencia la
activacion de macréfagos RAW 264.7 (Hwangy col., 2017; Cantuériay col.,2018).
Suzukiy col. (2021) expusieron células RAW 264.7 a glucosa alta (22 0 40 mM)
durante 7 dias y encontraron un notable incremento en la expresion relativa de
diversas citocinas proinflamatorias a 40 mM de glucosa (independiente de la
presenciade LPS), entre las cualesreportan a lalL-6. De manera similara Suzuki
y col. (2021), en este estudio se investigd el impacto de una exposicion mas
prolongada (7 dias) a niveles altos de glucosa (25 mM y 30 mM) e insulina sobre
la polarizacién de los macrofagos RAW 264.7. Por otro lado, Zhangy col. (2025)
en su estudio con la linea celular THP-1 evaluaron los efectos de la alta glucosa
incubando los macréfagos por 24 h con glucosa 30 mM y encontraron que el
tratamiento hiperglucémico aumento los niveles de expresion de citocinas como:

IL-1B, IL-6 y TNF-a asociadas al fenotipo M1. Estos resultados coinciden con los
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datos reportados en nuestro estudio respecto al aumento de la expresion relativa

de la IL-6 en medio hiperglucémico.

Los resultados observados en la Figura 8 con respecto a la suplementacion con
insulina son de gran relevancia, ya que muestran que la insulina podria ejercer un
efecto significativo sobre la expresion relativa de la IL-6, favoreciendo un perfil
proinflamatorio en los macréfagos. Este efecto es tal que, incluso con la adicion
de un compuesto bioactivo como el RSV, no es capaz de disminuir estos niveles,
como se muestra en otros estudios. En este sentido, Manriquez-Nufiez y col.
(2023) reportan que la adiciéon de RSV en glucosa 25 mM, sin insulina, disminuye
de manera importante de la expresion relativa de IL-6, bastante cercana a los
macréfagos control (5 mM de glucosa sin LPS) incluso con la adicciéon de LPS (60
ng/ mL).
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Figura 8. Expresion relativa del gen proinflamatorio IL-6 en la linea celular RAW
264.7 bajo estimulacion sostenida (7 dias) con altas concentraciones de glucosa
e insulinay suplementada con RSV. *Indica diferencia estadistica (p < 0.05)
respecto al control (Glu 5 mM sin insulina). Glu: glucosa, INS: insulina, RSV:

resveratrol.
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En cuanto a la IL-10 (Figura 9), la expresion relativa de esta interleucina se vio
disminuida en los macréfagos bajo todas las condiciones de hiperglucemia
evaluadas respecto a las células control, alcanzando una disminucion de hasta
98 % en 30 mM + insulina,inclusolasuplementaciéncon RSV nologré normalizar
la expresion relativa de la IL-10 en ninguna condicion. Cabe destacar que estas
mismas condiciones presentaron los niveles méas elevados de IL-6 respecto a las
células control. Torres Castro y col., (2016) aislaron monocitos a partir de
voluntarios varones sanos sin enfermedad metabdlica, los maduraron a
macrofagos y posteriormente los incubaron con glucosa 15 mM por 3 dias,
encontrando una reduccion de 3 veces en la secrecion promedio de IL-10, en
comparacién con las células expuestas a 5 mM de glucosa. Este resultado se
alineacon lo mostrado en nuestro estudio (Figura 9), donde niveles de glucosa

elevados (25 mM y 30 mM) disminuyen la expresion relativa de la IL-10 en

macroéfagos.
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Figura 9. Expresion relativa del gen antiinflamatorio IL-10 en lalinea celular RAW
264.7 bajo estimulacion sostenida (7 dias) con altas concentraciones de glucosa
e insulinay suplementada con RSV. *Indica diferencia estadistica (p < 0.05)
respecto al control (Glu 5 mM sin insulina). Glu: glucosa, INS: insulina, RSV:

resveratrol.
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Los resultados obtenidos también coinciden con lo reportado por Manriquez-
Nufiezy col. (2023), quienes, si bien no reportan una disminucion en la expresion
de la IL-10 en macrofagos bajo condiciones de glucosa alta (25 mM), no
encuentran unadiferencia significativa de los macrofagos incubados con 25 mM
de glucosasuplementadoscon RSVy LPS 60 ng/mL respecto a las células control
(5 mM + LPS).

Es importante destacar que la mayoria de los estudios en la literatura reportan un
notableaumentode laIL-10, aparentemente propiciado por la suplementacién con
polifenoles, entre ellos el RSV, promoviendo la polarizacion de los macrofagos a
M2; sin embargo, es importante recordar que las distintas condiciones de cultivo
impactan en el dinamismo de la polarizacién de los macréfagos. En este estudio,
particularmente la adicion de insulinaal medio de cultivo pareciera afectar de
manera importante los niveles de expresion de IL-6 e IL-10 en los macréfagos
suplementados con RSV bajo condicionesde glucosaalta. Hasta donde sabemos,
no existen estudios disponibles en macréfagos con condiciones similares a las
propuestas aqui; por ello, el mecanismo mediante el cual sucede este fendmeno
noqueda completamente claro. De los estudios derivados de animales podriamos
inferirla participacion de vias como PI3K/Akt y MAPK/ERK que podrian comenzar

a explicar los resultados presentados en este estudio.

Dado que una de las principales funciones de los macrofagos es la
inmunovigilancia, ser capaces de censar su microambiente y activarse
adecuadamente ante la deteccion de alteraciones patoldgicas es de suma
importancia. Por lo anterior, cuando se polarizan, una de sus principales
caracteristicas es la reprogramacion de su metabolismo energético dependiendo
de sus necesidades. Los macrofagos son células capaces de diferenciarse en
subconjuntos especializados mediante las sefales del microambiente; por lo
tanto, no es de extrafiar que una disponibilidad abundante de sustrato energético
(hiperglucemia) afecte su metabolismo estimulando la polarizacion M1, cuya

principal via metabdlica es la glucdlisis.
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En diversos estudios se ha reportado como el nivel de glucosa influye en la
induccién del fenotipo M1 en macrofagos. En este contexto, Jia y col. (2015)
midieron los niveles de ARNm de IL-18 y TNF-a en células RAW 264.7
estimuladas con glucosa 30 mM y encontraron que los nivelesde ambas citocinas
se elevan significativamente. Cantuaria y col. (2018) reportaron que en cultivo de
células RAW 264.7 en medio hiperglucémico (24 mM glucosa) las citocinas
proinflamatorias IL-1a e IL-6 se vieron reguladas positivamente, aumentado su
produccién. Por otro lado, se ha demostrado que la hiperglucemia aumenta la
produccién de EROS en los macréfagos al inicio y durante la progresion de la
DT2, lo que favorece la induccién del fenotipo proinflamatorio M1. Ademas, se
reporta que una exposicion incluso a corto a plazo a niveles elevados de glucosa
induce la polarizacion hacia el fenotipo proinflamatorio M1, puesto que estos
macrofagos dependen en gran medida de la glucdlisis como fuente de energia

(Dissanayake y col., 2021; Tacconi y col., 2024).

En general, el sobrepeso y la obesidad son condiciones asociadas a una
reduccion en la calidad de vida, una esperanza de vida mas corta y un aumento
en los costos de atencién médica, ya que, a pesar de su naturaleza leve, la
inflamacién cronica del tejido adiposo visceral afecta negativamente el
funcionamiento de 6rganos remotos, lo que se considera causa de las
complicaciones asociadas a estas condiciones (Kawai y col., 2021). Por lo
anterior, es de gran importancia determinar la accion de compuestos bioactivos
como el RSV capaces de inhibir la via NF-kB atenuando de esta manera la

cascada proinflamatoria.

En experimentos previos con macréfagos RAW 264.7 se han evaluado las
caracteristicas que presentan al estimularlos unicamente con medios altos en
glucosa o con la adicionde LPS. Mientras que, en el presente estudio proponemos
la adicién de glucosa alta e insulina a los cultivos con el objetivo de generar
condiciones que se asemejen de manera mas completa a las presentes en los
individuos con dieta hipercalérica y, finalmente suplementamos con RSV, un

conocido polifenol del cual se han reportado sus propiedades antiinflamatorias.
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La insulina es la principal molécula encargada de mediar la absorcion de glucosa,
uno de los carbohidratos mas abundantes de las dietas actuales, en una variedad
de tejidos de manera que, a una mayor ingesta de carbohidratos, una mayor
cantidad de glucosa es metabolizada en las células aumentado la sintesis de
acidos grasos para la formacion de triglicéridos que se almacenan principalmente
en los adipocitos viscerales y subcutaneos. La sobrecarga nutricional conduce a
la hipertrofia e hiperplasiade adipocitos, lo cual viene acompafiado de un aumento
en la produccion de mediadores proinflamatorios que favorecen la polarizacion a
M1 de los macrofagos residentes del tejido adiposo y, en consecuencia,
predispone a los individuos con sobrepeso u obesidad al desarrollo de trastornos
metabdlicos e inflamacién crénica de bajo grado (Rakotoarivelo y col., 2018;
Pelczynska y col., 2023.). Esta sobrecarga nutricional es capaz de inducir una
mayor cantidad de EROS y sintasa de o6xido nitrico inducible (iNOS) que
favorecen el estrés oxidativo de la célula aumentado la casada proinflamatoria

(Rakotoarivelo y col., 2018).

Actualmente se explora el uso de diversos fitoquimicos con propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias como parte de las nuevas estrategias para
combatir la obesidad y sus desérdenes metabdlicos asociados. Por lo tanto, en
este estudio se suplementaron los cultivos de macréfagos RAW 264.7 con RSV
debido a los diversos efectos benéficos en la prevencion y tratamiento de
trastornos metabdlicos como la obesidad. Por un lado, a través de la inhibicion de
vias proinflamatorias como NF-kB y, por otro lado, debido a la induccion de
factores como PTEN (homdlogo de fosfatasa y tensina), AMPK (proteina quinasa
activada por AMP) y SIRT1 (sirtuina 1) que promueven la sobrerregulacién de
enzimas antioxidantes endégenas como SOD y CAT y estimulan la produccion de
GSH intracelular (Vasileva y col., 2018; Meng y col., 2020).

Finalmente, derivado de los hallazgos anteriormente mencionados en este
estudio, y dadas las caracteristicas de nuestra metodologia (macréfagos
incubados a largo plazo (7 dias) con niveles altos de glucosa e insulina) que
colocan a los macr6fagos en un entorno similar a las condiciones de

hiperglucemia en animales e individuos diabéticos u obesos, se considera que
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este sistema seria un modelo in vitro mas acertado para el estudio del

comportamiento de los macréfagos en patologias como las mencionadas.
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VIl. CONCLUSION

Este trabajo propuso un enfogque novedoso para el estudio de procesos
inflamatorios en macréfagos RAW 264.7 mediante un modelo in vitro que incluye
condicionesde hiperglucemiae hiperinsulinemia. Adiferenciade estudios previos
que utilizan estimulos agudosy omiten la insulina, este modelo simula de forma
mas realista un entorno de inflamacion crénica de bajo grado, como el que se
presenta en el contexto de unadieta hipercal6ricay resistenciaa la insulina. Los
resultados muestran que la combinacién de glucosa elevada e insulina promueve
un perfil proinflamatorio sostenido, caracterizado por aumentos en NO, MDA e IL-
6, y resistencia al efecto antiinflamatorio del resveratrol (RSV), sin mejora en los
niveles de IL-10. No obstante, se observd una posible mejora en los niveles de
GSH atribuible a RSV e insulina.

El medio con 30 mM de glucosa se identificd como el mas desafiante para revertir
la inflamacion, incluso con la adicion de polifenoles. Aunque los modelos in vitro
no replican completamente la complejidad del entorno metabdlico humano,
permiten aislar y analizar mecanismos clave que participan en fendmenos
complejos como la polarizacién de macréfagos. Comprender estos procesos es
esencial para optimizar el uso de compuestos bioactivos en la prevencion y

tratamiento de la inflamacion crénica de bajo grado.
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IX. ANEXOS
9.1 Condiciones de cultivo de las RAW 264.7

Macrofagos de raton: linea celular RAW 264.7.

Medio: Dulbecco’s Modified Eagle Medium suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (SFB, Gibco, USA)y 1 % de antibiético (penicilina-estreptomicina, Sigma,
Merck KgaA, DEU).

Atmosfera: 5% CO2—- 95 % O2.

Temperatura: 37 °C.

9.2 Cambio de medio para cultivo adherente

De acuerdo al protocolo del Laboratorio de Estrés oxidativo y salud de la Facultad
de Quimica, este procedimiento se realiza cada 48 h para el adecuado desarrollo
del cultivo celular y su objetivo consiste en suplementar el medio con nuevos
nutrientes; ademas, de esta manera evitamos el depdsito de productos de

deshecho metabdlico potencialmente toxicos y células muertas.

Paralo anteriorse revisa el estado de las células al microscopio previo a cualquier
procedimiento para verificar el estado del cultivo. En la campana de bioseguridad,
con una pipeta estéril de 10 mL se aspira el medio y con otra pipeta estéril se
depositan 5 mL de PBS 1X estéril a 37 °C. Posteriormente el cultivo se agita
suavemente durante aproximadamente 10 segundos y se procede a retirar el
PBS, finalmente se afladen 10 mL de medio DMEM fresco estéril previamente

calentado a 37 °C.

9.3 Cosecha para transferencia y procedimientos experimentales

Para los cultivos celulares durante los periodos de incubacién las células se
duplican y van saturando la superficie de la caja Petri impidiendo la adherencia
de las nuevascélulasy laadecuadadistribucion delosnutrientes. Porlo que, para
asegurarnos de mantener el cultivo en buen estado, este debe transferirse
periodicamente de acuerdo a la confluencia observada cuando se revise al

microscopio.
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Para la cosecha se afiade tripsina-EDTA al 0.05 % (1 X; Sigma, Merck KgaA,
DEU) estéril para posteriormente incubar durante 8 min a 37 °C. La tripsina es
una enzima proteolitica cuya funcion es hidrolizar los enlaces peptidicos de las
proteinas, lo que nos ayuda a desprenderlas de la superficie en la que estan
adheridasy a separarlas entre si; mientras que, el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) es un agente quelante que se une al magnesio y al calcio, necesarios
para que las integrinas mantengan la adhesion celular, de esta manera la tripsina
puede acceder mas facilmente a los enlaces peptidicos para hidrolizarlos y
promover el desprendimiento del cultivo. Posteriormente a la incubacion con
tripsina se agrega medio DMEM a 37 °C para neutralizarla, se procede a tomar
una alicuota de 10 uL de las células resuspendidas y se depositan en un tubo
Corning de 50 mL estéril para proceder a realizar el conteo celular en una camara
de Neubauer. Finalmente se calcula el nUmero de células que se desee sembrar
y se toma unaalicuotade célulasresuspendidasde acuerdo al dato obtenido para

sembrar en medio nuevo.

Para los diferentes ensayos se repite el procedimiento anterior y se realizan
calculos para sembrar un aproximado de 2x104células por pozo en una placade
96. El mantenimientoylas transferencias serealizaron con base en los protocolos
de la ATCC incluyendo modificaciones previamente establecidas en el Laboratorio

de Estrés oxidativo y salud de la Facultad de Quimica.
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