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INVESTIGACION

Efecto de extractos de frutas y hortalizas en la incorporacion de
glucosa en células musculares in vitro

NICOLAS GONZALES MUNOZ', PAOLA VALERO PALENCIA'2, AMALIA NEIRA?, JOSE
ANTONIO YURI?, NELSON BROWN?,
RODRIGO MOORE-CARRASCO!

Effect of fruit and vegetable extracts on the incorporation of glucose in
muscle cells "in vitro"

Abstract

Skeletal muscle appears to play a central role in the de-
velopment of insulin resistance (IR) and consequently
the metabolic syndrome due to high-fat diets, obesity,
and aging. Recent evidence suggests that some bioac-
tive compounds present in natural products can affect
blood glucose, possibly due to interactions between the
compounds and glucose transporters. As an objective, to
evaluate the effect of the extract of the green bean (PV,
Phaseolus vulgaris) and apple of small fruit of thinning
(Malus domestica, MAF and MIT extracts) on the incor-
poration of glucose in C2C12 muscle cells. For this, the
cytotoxic effect of the extracts on the cells was deter-
mined by detecting formazan. Subsequently, glucose in-
corporation was determined using a fluorescent gluco-
se analog in cells treated with the extracts. Finally, the
effect of the extracts on IL-6 and TNFo. production was
evaluated by ELISA. Results: PV and MAF decreased
50% of viability at 1000ug / mL while MIT only decrea-
sed 10% at that concentration. PV had no significant
effect on glucose incorporation and the MAF and MIT
extract extracts significantly increased glucose incorpo-
ration at 100 ug / mL (13500 and 18000 URF respec-
tively). PV increases the secretion of IL-6 and TNF-a,
MAF and MIT only increase the expression of IL-6.
Conclusion: These results make it possible to establish
natural extracts derived from thinning small fruit apple
can be used as a possible treatment for pathologies with
high blood glucose levels.
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Introduccion

Durante los ultimos afios la obesidad ha alcan-
zado cifras alarmantes al punto de ser consi-
derado como epidemia.! A nivel mundial, las
estadisticas del afio 2014 muestran que uno de
cada tres adultos sobre 18 afios de edad pre-
senta sobrepeso. Por otra parte, la prevalencia
mundial de obesidad se duplico entre 1980 y
2014, si este dato es preocupante, la prevalen-
cia de obesidad en nifios menores de 5 afos es
dramatica, mostrando que mas de 42 millones
de nifios presentaban obesidad en 2015, cifras
que siguen en aumento.” La obesidad es un
importante factor de riesgo de enfermedades
no transmisibles, como las enfermedades car-
diovasculares (ECV), diabetes mellitus (DM),
insulinorresistencia (IR), trastornos del apara-
to locomotor y algunos tipos de cancer (CA),
siendo la inflamacion una de sus principales
caracteristicas.’ La inflamacion sistémica cro-
nica promueve el desarrollo de IR,* ateroscle-
rosis,’ la neurodegeneracion® y el crecimiento
tumoral.’

Una alimentacion poco saludable es uno de
los principales factores de riesgo para el de-
sarrollo de la obesidad®. La primera linea de
tratamiento para esta patologia se basa en una
dieta balanceada, reduciendo el consumo de
grasas saturadas y carbohidratos refinados,
sumado al aumento en el consumo de granos
enteros, frutas, verduras y legumbres.® Tanto
el poroto verde (Phaseolus vulgaris), ° como
la manzana (Malus domestica)' son alimen-
tos ampliamente consumidos y distribuidos en
el mundo. El poroto posee una alta cantidad
de proteinas, compuestos fenolicos y fibra, Su
consumo aumenta la sensacion de saciedad,
disminuyendo la ingesta de alimentos y por
consiguiente ¢l peso corporal.” La manzana
por otra parte contiene flavonoides, los cuales
tienen beneficiosos efectos para la salud."

El tejido adiposo es el principal 6rgano de
reserva energética del cuerpo, este 6rgano no
solo cumple funciones de reserva sino ademas
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tiene funcion endocrina,'? capaz de secretar
diversas sustancias que regulan las funciones
metabolicas de diferentes 6rganos, entre ellos
el musculo esquelético.” El mtsculo a su vez
es un actor central en la adaptacion a una en-
trada excesiva de energia, siendo uno de los
principales 6rganos que consumen glucosa'
este organo ademas de sus funciones moto-
ras cumple funciones endocrinas secretando
moléculas conocidas como mioquinas que
contribuyen en la regulacion del metabolismo
energético.'’

Los extractos basados en productos natura-
les se han empleado ampliamente en el trata-
miento o manejo de la obesidad, debido a que
contiene una gran variedad de varios compo-
nentes con diferentes efectos anti-obesidad y
anti-oxidantes sobre el metabolismo corporal
y la oxidacion de grasas.” La manzana contie-
ne compuestos bioldogicamente activos tales
como: dihidrocalconas (florizina), flavonoles
y flavonas (quercetina-3-O-f-D-glucopira-
nodsido), auronas (aureusidina-O-f-D-gluco-
pirandsido) y acidos fendlicos (acido proto-
catéquico, acido cafeico, acido p-cumadrico
y acido fertlico);** compuestos de bajo peso
molecular los cuales muestran actividad an-
ticancerigena, antioxidante, antibacteriana y
antialérgica.” En estudios realizados en célu-
las musculares C2C12, se ha informado que la
quercetina estimula la captacion de glucosa a
través de la activacion de AMPK.?

Los porotos son conocidos alimentos funcio-
nales bajos en grasas y altos en fibra, proteina
vegetal, acido folico, hierro, magnesio, zinc,
acidos grasos omega-3 y antioxidantes. Tam-
bién contienen fitatos y compuestos fenolicos
que pueden funcionar de manera similar a los
inhibidores de a-glicosidasa o a-amilasa, los
cuales son un grupo de medicamentos anti-
diabéticos.”” Algunos compuestos fenolicos
previamente identificados en P. vulgaris con
actividad biologica son: quercetina, kaemp-
ferol, 4cido p-cumarico, acido ferulico, acido
p-hidroxibenzoico y acido vanilico, rafinosa,
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estaquiosa, verbascosa, y el acido fitico.?® De
estos compuestos se ha reportado que kaem-
pferol estimula la absorcion de glucosa en el
musculo a través de las vias de sefializacion
PI3K y PKC.”

La literatura sobre el efecto de Phaseolus
vulgaris y Malus domestica en células mus-
culares es escasa. Sin embargo, de lo antes
expuesto se puede deducir que los extractos
de Phaseolus vulgaris y Malus domestica tie-
nen compuestos fendlicos que aumentan la
captacion de glucosa en células musculares
C2C12. Con base en esto se propuso evaluar
el efecto de extractos de Manzana y Poroto
sobre la incorporacion de glucosa en el mus-
culo esquelético, con la finalidad de proponer
un tratamiento que permita disminuir los altos
niveles de glucosa sanguinea que presentan
pacientes con IR y diabetes mellitus (DM).

Materiales y métodos

Cultivos Celulares. Las C2C12* fueron
gentilmente donadas por el Dr. Enrique Jai-
movich de la Facultad de Medicina de la U.
de Chile. Las células fueron descongeladas
desde un pasaje 3 a partir del tiempo original,
de las cuales se realizaron subdivisiones hasta
el pasaje 8 para la realizacion de los ensayos.
Las células se cultivaron en placas de Polies-
tireno Falcon (CORNING, New York, USA)
de 100 mm, en medio de cultivo base alto en
glucosa DMEM/High (4,5 mg de glucosa/
mL, 110 mg de piruvato sodico/L y 4 mM de
L-glutamina) (HyClone, Chicago, USA), su-
plementado con 10-20% de Suero Fetal Bovi-
no (SFB) (HyClone, Chicago, USA), y un mix
de antibioticos-antimicoticos (100 unidades/
mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomi-
cina) (GIBCO, USA). El Medio suplementa-
do se denomin6 medio de mantencién (MM).
Las células fueron cultivadas a 37°C, 95%
de humedad relativa y 5% de CO.,. Se realizo
cambio de medio cada 3 dias y se cambio6 de
pasaje celular al llegar al 80% de confluencia
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utilizando Tripsina (0,25% Tripsina-EDTA
1X) (GIBCO, USA). Se realiz6 conteo de cé-
lulas con azul tripano utilizando una Camara
de Neubauer.

Para los experimentos con miotubos, se sem-
braron a 60.000 células/pocillo con MM en
placas P24 (CORNING, New York, USA)
incubando durante 24 horas. Posteriormente
se realizaron 3 lavados con PBS ((PBS: NaCl
137 mM, KCI 2,7 mM, Na, HPO, 8,1 mM y
KH,PO, 1,5 mM; pH 7,4, 37 °C) y luego se
agregaron 500 pL de medio de diferenciacion
I (MDI: SFB 2%, Mix de antibioticos 1% y
DMEM/High c.s.p 50 mL), seguidamente
se incubd durante 24 horas. Al concluir el
tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS y se
agreg6 medio de sincronizacion (MS: Mix de
antibidticos al 1%, DMEM-H c.s.p 50 mL),
se incubd durante 16-48 horas bajo las dife-
rentes condiciones experimentales.

Preparacion de Extractos

Se utilizaran extractos de manzana (Malus
domestica) de fruto pequeno de raleo y ex-
tracto de poroto (Phaseolus vulgaris) verde.

Extracto de Poroto Verde

El liofilizado de poroto verde fue preparado y
donado amablemente por el T.M. Felipe Cas-
tillo de la Facultad de Ciencias de la Salud
de la Universidad de Talca. Para realizar los
ensayos se prepar6 un estandar de 10 mg/mL,
el liofilizado fue disuelto en MM (ensayos de
citotoxicidad) y MDII (ensayo de incorpora-
cion de glucosa). El MDII contenia medio de
cultivo base DMEM/Low (1 mg/mL de glu-
cosa, 110 mg/L de piruvato soédico y 4 mM
de L-glutamina) (HyClone, USA), suplemen-
tado con 2% de SFB y 1% de un mix de an-
tibidticos. La solucion se homogenizé en un
vortex y luego se sonico durante 20 minutos a
35°C. Finalmente la solucion fue esterilizada
mediante filtracion (0,22 um de porosidad) y
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almacenada a 4°C hasta su uso.
Extracto de manzana (AF e IT)

El extracto crudo fue donado por la Bioqui-
mico Amalia Neira del Centro de Pomaceas
de la Universidad de Talca, quienes obtuvie-
ron el extracto desde el proyecto FONDEF IT
131248. Se prepard un estandar de 20 mg/mL
para cada liofilizado. Los liofilizados fueron
reconstituidos en MM o MDII. Los liofiliza-
dos AF e IT tenian una capacidad de absorcioén
de radicales del oxigeno (ORAC) de 192.031
+24.628 y 990.418 + 111.742 respectivamen-
te. El contenido de quercetina de los extractos
era de 54,37 mg/g (MIT) y 9,07 mg/g (MAF),
ademas se indico que los extractos tenian alto
contenido de acido clorogénico, florizina y
acidos fenolicos. Se tuvo especial cuidado al
momento de pesar el extracto de manzana AF,
ya que este era altamente higroscopico. La so-
lucion se homogenizo mediante un vortex y
luego se sonico durante 20 minutos a 35°C.
Finalmente la solucién fue esterilizada me-
diante filtracion (0,22 um de porosidad), y se
almaceno a 4°C hasta su uso.

Viabilidad Celular

La determinacion de la viabilidad celular
frente a distintas condiciones de extractos se
realizd mediante el método del MTT (SIG-
MA, Missouri, USA) en placas de 24 pocillos
siguiendo las recomendaciones del manufac-
turante. La absorbancia de cada pocillo se
midid en un lector de microplacas Multiskan
Go (ThermoScientific, Massachusetts, USA)
a 570 nm y 630 nm (blanco). La absorbancia
a 630 nm luego fue restada a la absorbancia a
570 nm para la cuantificacion.

Incorporacion de Glucosa

Para medir la incorporacién de glucosa, las
células C2C12 previamente sincronizadas se
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lavaron 3 veces con PBS, y se agregd pos-
teriormente 500 uL de MDII en presencia
de los extractos y se incub6d durante 2 horas.
Transcurrido el tiempo, las células fueron
lavadas 3 veces con PBS, y se agregd ense-
guida MDII en presencia de los distintos ex-
tractos y 10 uM de 2-NBDG (ThermoFisher,
Massachusetts, USA) y se lleva a incubacion
por 2 horas. Una vez transcurrido el tiempo
se extrae el sobrenadante de cada pocillo, y
se almacena a -80°C para la posterior medi-
cion de citoquinas. Las células fueron lavadas
3 veces con PBS, lisadas mediante scrapping
o raspado celular y posteriormente sonicadas,
seguidamente el lisado fue centrifugado a 900
rpm por 5 minutos para la determinacion de
la fluorescencia. Para este ensayo se utilizd
como control negativo Dexametasona 10 uM
(Dex), y como controles positivos Querceti-
na 10 uM (Qn) (EXTRASYNTHESE, Genay,
Francia) e Insulina 100 nM (INS) (SIGMA,
Missouri, USA). La medicion de la fluores-
cencia se realiz6 a 465/540 nm de excitacion/
emision mediante el equipo Synergy HTX
multi-mode reader (BioTek, Vermont, USA).

Analisis Estadistico

Los datos fueron expresados como la media
+ el error estandar de la media, consideran-
do como estadisticamente significativos valor
P < 0.05. Para la comparacion estadistica se
utilizo el test one-way andlisis de varianza
(ANOVA) no paramétrico. Luego se realizo
el post test de Bonferroni para comparar los
datos de todas las variables analizadas. To-
dos los analisis se llevaron a cabo mediante el
programa GraphPad Prism 5 para Windows.

Resultados

El efecto del extracto de poroto verde (PV)
sobre la viabilidad celular se puede ver en la
figura 1A, a concentraciones que van desde
los 200 a los 1000 pg/mL. En la Figura 1B,
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se puede observar el efecto citotoxico de los
extractos de manzana en sus versiones MAF y
MIT a concentraciones entre los 50 y los 1000
pg/mL. Los ensayos se realizaron en un mo-
delo in vitro, mediante 7 repeticiones de cada
concentracion. Como control se utilizo MM
(con DMSO 2% para el extracto de PV) en
ausencia de extractos. Se consider6 el control
como 100% de viabilidad. Las concentracio-
nes que se utilizaron para los ensayos poste-
riores fueron aquellas que presentaban sobre
el 90% de viabilidad. Como se puede ver en
la figura, PV, MAF redujo aproximadamente
50% de la viabilidad a una concentracion de
1000pg/mL, mientras que MIT solo redujo el
10% de la viabilidad a esa concentracion indi-
cando que aunque los 3 compuestos presentan
una citotoxicidad baja la del extracto MIT es
alin menos citotdxica.

En la figura 2, se muestra el efecto de los
extractos de PV, MAF y MIT sobre la incor-
poracion de glucosa en las células muscula-
res C2C12 de raton en un modelo in vitro.
En cuanto a los controles, tanto la querceti-
na como la insulina (controles positivos) son
estadisticamente significativos respecto de la
dexametasona (control negativo), lo que vali-
da el ensayo. El efecto sobre la incorporacion
de glucosa de los extractos, se evaluo contra el
control negativo donde se observa que tanto el
extracto de MAF como MIT son estadistica-
mente significativos, por lo cual tienen efecto
sobre la incorporacion de glucosa incluso en
concentraciones de 100ug/mL. En contras-
te el extracto de PV no tiene efecto en la in-
corporacion de glucosa en esta linea celular.
Adicionalmente se evalu6 la variacion en el
efecto a distintas concentraciones del mismo
extracto, encontrando que el extracto MIT a
100 pg/mL fue estadisticamente significativo
por sobre la concentracion de 50 pg/mL, la
concentracion a 1000 pg/mL tubo diferencias
estadisticamente significativas contra 50 y
100 pg/mL. Para el extracto MAF la concen-
tracion de 1000 pg/mL fue estadisticamente
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significativa que la concentracion de 100 y
500 pg/mL en la incorporacion de glucosa. El
extracto de PV no mostré cambios significati-
vos independientemente de la concentracion
utilizada.

Discusion

La necesidad de un tratamiento para pacien-
tes con alteraciones metabodlicas producto de
la obesidad que tenga pocos efectos secunda-
rios y no altere la calidad de vida, es una de
las razones por las que se estudia el efecto de
productos derivados de compuestos organicos
en la fisiopatologia enfermedades asociadas a
la IR como lo son la DM vy el sindrome me-
tabolico.’'* Una intervencion alimentaria es
la principal linea de tratamiento para estas
patologias.*** Entre las principales recomen-
daciones para el tratamiento nutricional des-
tacan el aumento en el consumo de alimentos
con mayor contenido de fibras y antioxidantes
como lo son frutas y hortalizas.’*** En con-
sumo de estos alimentos contribuye con la
reduccion de las complicaciones asociadas a
la obesidad.***' Estos alimentos estan com-
puestos ademas por moléculas bioactivas que
modulan los procesos metabolicos.??* Por lo
que no es de extrafiar que sean considerados
para el desarrollo de tratamientos farmacolo-
gico de enfermedades metabolicas.*” En este
trabajo nos centramos en el efecto de extrac-
tos de poroto verde y manzana de fruto peque-
o de raleo, sobre la incorporacion de glucosa
en células musculares C2C12 de raton, en un
modelo in vitro.

Los resultados obtenidos del efecto de los
extractos sobre la viabilidad celular (Figu-
ra 1), indican que el extracto de PV mantie-
ne la viabilidad sobre el 90% hasta los 600
pg/mL, pero es considerablemente mas baja
a 1000 pg/mL, en donde se tiene una viabi-
lidad cercana al 50%. Estos resultados son
consistentes y se relacionan con los estudios
realizados en 2005 por Gonzalez de Mejia E.
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y colaboradores, quienes usando extractos de
Phaseolus acutifolius y Phaseolus vulgaris a
1000 pg/mL en células epiteliales, encontra-
ron que ambos extractos reducen en un 87,4%
y 53,5 % respectivamente la viabilidad celu-
lar.¥ Adicionalmente, se ha reportado la toxi-
cidad oral aguda de lectinas de P. vulgaris en
humanos, las cuales se traducen en manifes-
taciones como nauseas, vomitos, hinchazon y
diarrea.* Los efectos citotoxicos de PV son
tan reconocidos que actualmente estan siendo
considerados como posible tratamiento con-
tra células cancerosas.* Se ha reportado que
la fraccion de péptidos de bajo peso molecu-
lar de Phaseolus vulgaris cuando se utiliza a
bajas concentraciones 20 -30 pg/mL aumenta
la produccién de 6xido nitrico y reduce el es-
trés oxidativo al disminuir la produccion de
H,0, en células endoteliales de cordon umbi-
lical humanas.*® Sin embargo, cuando se usa
a elevadas concentraciones PV activa vias de
sefalizacion involucradas en la apoptosis.*’
Los efectos citotoxicos del extracto de PV
observados en este estudio concuerdan con el
efecto dual reportado en la literatura para esta
hortaliza.

En relacion a los extractos MAF y MIT, es-
tas mantuvieron la viabilidad sobre 90% hasta
los 500 y 300 pg/mL respectivamente. Estos
extractos provenian de frutos pequefios de ra-
leo, los cuales cabe destacar tienen una alta
relacion cascara/pulpa. Los resultados obteni-
dos en este estudio concuerdan con los estu-
dios realizados en 2013 por Tenore G y col. se
evaluo la influencia de extractos de manzana
en la proliferacion celular y el estrés oxidati-
vo, encontrando que los polifenoles muestran
citotoxicidad, en particular Malus cv “Red
Delicious” y Malus cv “Pink Lady” disminu-
yeron la proliferacién en un 62,5%, y 37,5%
respectivamente de células HepG2 debido a
su capacidad prooxidante*. Al comparar la
citotoxicidad de los extractos (Figura 1B)
se puede ver que el extracto MIT reduce la
viabilidad gradualmente, a diferencia del ex-
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tracto MAF el cual luego de los 500 pg/mL
disminuye abruptamente. Este efecto puede
ser causado por el contenido de quercetina,
la cual era 6 veces mayor en el extracto MIT.
Se ha demostrado que la quercetina inhibe la
expresion de iNOS, eNOS y atenua el estrés
oxidativo.” El estrés oxidativo induce muer-
te celular.®® Al reducir el estrés oxidativo la
quercetina favorece la sobrevivencia de las
células. Adicionalmente se nos proporciono el
ORAC de los extractos de manzana, 192.031
+ 24.628 para el extracto MAF y 990.418 +
111.742 para el extracto MIT, lo que indica
que el extracto MIT tiene una elevada canti-
dad de compuestos con actividad antioxidante
efectivamente que la mayor cantidad de radi-
cales libres que el extracto MAF. Los efectos
citoprotectores de MIT incluso a elevadas
concentraciones puede verse explicado por
sus efectos antioxidantes.

En relacion con los resultados de los extrac-
tos sobre la incorporacion de glucosa (Figura
2), los extractos de manzana son significati-
vamente mas efectivos que los extractos de
poroto, para inducir la captacion de glucosa
en las células C2C12 y en particular el ex-
tracto de MIT es mucho mas efectivo que el
MAPF. Para estos ensayos se utilizd como con-
trol negativo dexametasona, que de inhibir la
incorporacion de glucosa®'. La dexametasona
es un glucocorticoides (GCS), que regulan
multiples aspectos de la homeostasis de la
glucosa.” En el musculo esquelético esta bien
documentado que el exceso de GCS inhibe
la captacion de glucosa y su utilizacion pue-
de antagonizar la respuesta a la insulina.’'-
Ademas, las acciones de la dexametasona se
han asociado con la inhibicion de AMPK y las
vias de senalizacion dependiente de calmodu-
lina dependiente de quinasa II (CaMKII).*!
Junto con dexametasona como control nega-
tivo, se utilizd como controles positivos insu-
lina cuyos efectos en el aumento de la capta-
cion de insulina tras aumentar la traslocacion
del transportador de glucosa-4 (GLUT-4) han
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sido ampliamente estudiados™ y la querceti-
na quien también aumenta la traslocacion del
transportador GLUT-4 en miotubos de células
L6 al activar la via de sefializacion CaMKKf/
AMPK.> Es necesario mencionar que los re-
sultados del control positivo fueron curiosa-
mente mas bajos que el vehiculo. En relacion
con este fenomeno, en 2005 se realizd un es-
tudio en el cual se midio6 la incorporaciéon de
glucosa utilizando 2-NBDG en presencia de
5 farmacos antidiabéticos, entre ellos la in-
sulina (concentraciones desde 10°a 10° M)
encontrando que la insulina pierde sus efectos
fisiologicos en células musculares L6 de rata
en modelos in vitro.°

Los extractos de manzana por su parte aumen-
taron considerablemente la incorporacion de
glucosa, este efecto se debe al alto porcentaje
de flavonoides como el acido clorogénico.'”
En un estudio realizado en 2015 por Ghadieh
H y col. mostraron que el acido clorogénico
aumenta significativamente la fosforilacion
de AMPK vy el receptor de adiponectina, au-
menta la translocacion de GLUT4 a la mem-
brana.’” Ademas, ha mostrado aumentar la
expresion de PPAR-a en el higado.”* Estos
resultados indican que estas vias podrian estar
siendo activadas en C2C12 tras la exposicion
a los extractos MIT y MAF.

El extracto MIT fue significativamente mas
efectivo que el extracto MAF lo que se debe
entre otras cosas al porcentaje de quercetina,
que era aproximadamente 5 veces mayor en el
extracto MIT. Como se ha mencionado ante-
riormente la quecetina aumenta la captacion
de glucosa en miotubos de células L6. En
relacion al extracto de PV este no aumento en
la incorporacion de glucosa de manera esta-
disticamente significativa. A pesar de que el
extracto de poroto verde contiene quercetinas,
kaempferol y acidos fendlicos los cuales in-
crementan la incorporacion de glucosa a la
célula.”® No se tiene informacion del conteni-
do de dichos compuestos en nuestro extracto,
por lo que se hace necesario a futuro realizar
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una caracterizacion quimica para determinar
cuales son los componentes principales del
extracto y determinar si estos efectos podrian
estar relacionados con una baja concentracion
de estos compuestos. Por otra parte se ha re-
portado que Phaseolus vulgaris tiene eleva-
das concentraciones de lectinas que inhiben
la absorcion de glucosa a nivel intestinal.’®
Contrario a lo observado en esta investiga-
cion Phaseolus vulgaris incrementa la cap-
tacion de glucosa en adipocitos 3T3-L1.% Sin
embargo, estamos trabajando con una linea
celular diferente y por lo tanto los resultados
obtenidos son diferentes.

Conclusion

En este estudio se logré evaluar la capacidad
de los extractos de PV, MAF y MIT sobre la
incorporacion de glucosa en células muscu-
lares C2C12 de raton, encontrando que el
extracto de PV es menos citotdxico a bajas
concentraciones que los extractos de manza-
na. Pero el extracto de manzana IT, es menos
citotoxico a la concentracion de 1000 pg/mL
indicando que la cantidad de flavonoides,
mostrd efectos benéficos sobre la viabilidad
de las células musculares.

La incorporacion de glucosa en presencia de
los distintos extractos fue significativamen-
te mas alta tras la exposicion a los extractos
MAF y MIT. Se debe tener en cuenta que las
concentraciones que tuvieron mejor efecto
sobre la incorporacion de glucosa resultaron
tener un alto porcentaje de citotoxicidad, por
ende se puede establecer como la concentra-
cion mas efectiva 100 ug/mL tanto para MAF
como para MIT, y este porcentaje en el caso
de MAF aumenta la incorporaciéon de manera
comparable a la Insulina mientras que MIT
a esa concentracion aumenta la captacion de
glucosa de manera significativamente mas
alta que la insulina. El extracto de PV, por
otra parte no parece tener efecto sobre la in-
corporacion de glucosa.
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Estos resultados permiten plantear a los ex-
tractos naturales obtenidos de manzana pe-
quena de raleo como un ingrediente funcio-
nal con probado efecto en la incorporacion de
glucosa. Estos resultados son alentadores en
la busqueda de productos naturales que pue-
dan ser utilizados como terapias en patologias
asociadas a la obesidad y que hoy presentan
una elevada prevalencia.
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Figura 1. Efecto de los extractos sobre la viabilidad de las células musculares C2C12. (A) Los resultados muestran como

el porcentaje de viabilidad decrece luego de los 600 pg/mL. Las concentraciones de 200, 400 y 600 pg/mL mantienen una
viabilidad cercana al 100%, mientras que la concentracion de 800 pg/mL tiene un viabilidad de 88% y los 1000 pg/mL es
de 55%. (B) El porcentaje de viabilidad decrece tanto para el extracto AF como para el extracto IT. Se puede apreciar que el
extracto AF es menos citotoxico, ya que mantiene un 90% de las células viables hasta los 500 pg/mL en comparacion con el
extracto IT el cual sobre los 100 pg/mL su viabilidad esta bajo el 90%.
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Intensidad de Fluorescencia (2-NBDG)

Controles y concentraciones de extractos [ug/mL]

Figura 2. Efecto de los extractos de PV, MAF y MIT sobre la incorporacion de glucosa en células musculares C2C12. Veh:
Vehiculo (MM en ausencia de farmacos o extractos); Dex: Dexametasona 10 pM; Ins: Insulina 100 nM; Qn: Quercetina 10
uM. Los resultados de intensidad de fluorescencia del reactivo 2-NBDG se muestran como unidades relativas de fluorescen-
cia (RTU) . La significancia estadistica respecto del control negativo se muestra como: *, P < 0,05; **,0,01 ; *** P <0,0001.
La significancia estadistica dentro del grupo tratado con el mismo extracto a diferentes concentraciones se muestra como:
##, P <0,0001.
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