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Resumen

Las algas pardas se caracterizan por un alto contenido de compuestos bioactivos con potencial antidiabético,
antioxidante y antiadipogénico. Lo anterior se ha demostrado para algas asiaticas como Ecklonia cava, que
destacan por su alto contenido en florotaninos. Sin embargo, son escasos los estudios para algas disponibles en
costas chilenas como el cochayuyo (Durvillaea antarctica). En esta tesis se estudiaron los efectos biologicos
de un extracto acuoso de D. antartica (EAq) sobre preadipocitos 3T3-L1, ratones BALB/c y en voluntarios
humanos a través de un ensayo randomizado cruzado. En el modelo de preadipocitos el EAq no provoco efectos
citotoxicos a la concentracién maxima de exposicion de 40 mg/mL, pero si indujo una reduccion del 60 % en
la tasa de proliferacion. Ademas, el EAq logré recuperar en un 40% la viabilidad celular luego del estrés
oxidativo inducido con 0,1 mM de H,O:. a través del mantenimiento de la cadena respiratoria mitocondrial y
la integridad de la membrana lisosomal. El EAq no logré proteger frente a la adiposidad y a alteraciones
metabolicas inducidas por una dieta alta en grasa administrada por 10 semanas a ratones BALB/c adultos,
incluyendo falta de proteccion frente a: ganancia ponderal, acumulacion tejido adiposo epididimal, aumento de
colesterol total, aumento de triglicéridos, aumento de la peroxidacion lipidica e intolerancia a la glucosa. Sin
embargo, la ingesta de una infusion de D. antarctica logr6 reducir en un 20% la respuesta glicémica al pan
blanco en un ensayo randomizado cruzado realizado en 14 voluntarios. Se requieren futuros estudios con
diversas dosis y vias de administracion del extracto en modelos animales para explorar el potencial protector

de compuestos bioactivos de D. antdrctica frente a enfermedades cardiometabdlicas.
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1. Introduccién

En Chile existe una alta tasa de obesidad en la poblacion, una prevalencia que posiciona dentro de los 10 paises
con mas obesidad a nivel mundial. De acuerdo con cifras de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OCDE), el 34,4% en la poblacion mayor de 15 afios padece obesidad en Chile, ocupando el
segundo lugar de los paises con mayor prevalencia de esta patologia (Martinez-Sanguinetti et a/, 2020). En
concordancia a esto, segun la ultima Encuesta Nacional de Salud 2016-2017 (ENS 2016-2017), el 25,5 % de
las personas mayores de 20 afios, padece alto riesgo de presentar un evento cardiovascular, y ademas se muestra
un incremento en los factores de riesgo que propician la aparicion de enfermedades no transmisibles (ENT),
siendo los estilos de vida poco saludables y particularmente la mala alimentacion, los de mayor incidencia para
el desarrollo de esas patologias. La diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) representa alrededor del 70% de las muertes
por enfermedades cardiovasculares a nivel nacional, y en concordancia con la ENS 2016-2017, el 12,3% de la
poblacion la padece, lo que es equivalente a 1,7 millones de habitantes en el pais (Subsecretaria de Salud
Publica, 2017). La DM2, es causal de multiples complicaciones tanto micro como macrovasculares cuando no
existe un control metabdlico adecuado, en particular de las condiciones de hiperglicemia, por lo que se hace
relevante conocer compuestos bioactivos y sus mecanismos de accion para mejorar las estrategias de prevencion
y tratamiento la DM2 (Baeza M y Cuadrado A, 2021). Los patrones de alimentacion occidental priorizan el
consumo de alimentos ultraprocesados con alta densidad energética y nutricionalmente deficientes y en
conjunto a la adopcion del sedentarismo, desencadena la aparicion de ENT y por consiguiente el deterioro de
la calidad de vida (OPS y OMS, 2021). Por ello, llevar un estilo de vida saludable, supone un factor protector
frente a estas patologias, y en este se considera una alimentacion saludable que debe ser balanceada, variada y
contener todos los nutrientes para mantenerse sano y evitar cualquier tipo de malnutricion, ya sea por déficit o
por exceso (OMS, 2020). En este sentido, es primordial caracterizar alimentos de bajo procesamiento, para
comprender los beneficios para la salud asociados a su consumo e identificar la existencia de compuestos

bioactivos capaces de prevenir y/o mejorar condiciones asociadas a ENT.

1.1 Aspectos generales de las algas y su consumo

Las algas son organismos vegetales que obtienen sus nutrientes a través de la fotosintesis (autotrofos). Habitan
ambientes marinos en su mayoria, aunque también pueden encontrarse en masas de agua dulce, formando
grandes comunidades similares a bosques en los cuales proporcionan habitat y alimento para muchos
organismos que forman parte del océano. Estos vegetales marinos, se pueden clasificar por su tamafio en
microalgas y macroalgas. Las primeras, tienen tamafios milimétricos o de algunos centimetros, mientras que
las segundas pueden alcanzar entre 50 y 70 metros de largo. Conjuntamente, las macroalgas tienen
pigmentaciones variables que hacen posible su subclasificacion en algas verdes (Chlorophytas), algas rojas
(Rhodophytas) y algas pardas o marrones (Phaeophytas). Las algas verdes tienen como pigmentos principales

la clorofila a y b, que otorgan su color caracteristico, y ademas contienen cantidades menores de xantofilas
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(luteina, violaxantina, neoxantina y enteroxantina) y f- caroteno. Las algas rojas que contienen una gran
cantidad de ficoeritrina y ficocianinas (ficobiliproteinas) que confieren su color rojizo, y en menor cantidad
clorofilas a y d. Las algas pardas deben su coloracion marrén a la mayor presencia de la xantofila fucoxantina,
aunque también posee otros pigmentos en menor proporcion como la clorofila a y ¢, y B- caroteno.( Freitas et
al, 2021; Figueroa et al, 2021) Por otra parte, se distinguen dos tipos de algas en lo relativo a las condiciones
de su habitat: las planctonicas y las bentdnicas. Las algas planctonicas, son aquellas que viven suspendidas
sobre la masa de agua y suelen ser cominmente microalgas ya que su pequeiio tamafio les permite mantenerse
a flote y les otorga un espacio suficiente para el intercambio de nutrientes y gases. Las algas bentonicas, en
tanto, son aquellas que se encuentran adheridas a un sustrato sélido como roquerios, pudiendo ser micro o
macroalgas, sin embargo, estas ultimas son las mas notorias y suelen ser caracteristicas de ambientes marinos.
(Bellorin, 2022; Quitral et al, 2019; Tala, 2017) Estas plantas acudticas se encuentran en la tierra hace 3.500
millones de afios, y han formado parte de la alimentacion de habitantes de zonas costeras de todo el mundo
desde la antigiiedad, destacando paises como China, Japon y Corea, que son grandes consumidores de ellas
hasta la fecha. Coincidentemente, Chile comparte este consumo milenario, el cual ha sido comprobado gracias
a hallazgos de restos de humanos y alimentos que datan de 14.500 a 18.000 afios en el sitio arqueologico de
Monte Verde, el asentamiento humano mas antiguo de América, localizado en la Region de los Lagos. Alli se
encontraron restos de algas presumiblemente utilizadas como alimentos, fertilizantes, forraje para animales o
con fines ceremoniales por los pueblos originarios de Chile (Montecino et al, 2012; Dillehay et al, 2008; FIA,

2016).

En los 6.000 km de costa chilena, se pueden encontrar alrededor de 800 especies de algas marinas, sin embargo
pocas son conocidas ampliamente. Entre 2012 y 2020, Chile fue el principal productor de algas en América con
una produccién promedio de 403.608 + 75.344 toneladas, lo cual es superior a lo reportado para Europa, Africa
y Oceania. (FAO, 2018; Bonanno y Orlando-Bonaca, 2018) Sin embargo, la mayoria de las algas, son
exportadas a Europa y Asia, siendo un 97% usadas en produccion de geles para uso en cosmética, farmacos y
como aditivos alimentarios hidrocoloides (agar, alginato, carragenanos). Dentro de las especies de algas mas
conocidas y con un mayor consumo alimentario en el pais, destaca Durvillaea antarctica, cuyo nombre popular
“cochayuyo”, proviene de las palabras en quechua Kocha (laguna) y Yuyu (hortaliza) (Real Academia Espaiiola,
2022). Se clasifica como una macroalga bentonica que alcanza los 15 metros de largo y de 20 a 30 centimetros
de ancho y se puede encontrar en la costa chilena desde la region de Coquimbo (30° 55 LS) hasta Cabo de
Hornos (55° LS). Cabe destacar que recientemente se ha reportado una nueva especie de cochayuyo,
denominada Durvillaea incurvata la cual es morfolégicamente igual a D. antarctica, pero difiere en su genética,
y se presenta desde el norte de Chile hasta las islas Guaitecas de la region de Aysén. Los datos de Sernapesca,
destacan la extraccion de Durvillaea antarctica en la region del Bio Bio, con 4.682 toneladas de alga seca en el
afio 2021, de la cual una parte minoritaria es destinada al consumo humano en diferentes preparaciones, tales
como: guisos, charquicanes, sopas y ensaladas, mientras que en mayor proporcion es exportada a paises
asiaticos. (SERNAPESCA, 2021; Universidad Arturo Prat, 2014; Macaya-Horta, 2022; Fraser et al, 2019).

Aunque existen otras algas comestibles en Chile como: Pyropia (luche), Agarophyton chilense (pelillo), Ulva
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Lactuca (lechuga de mar), Chondracanthus chamissoi (chicorea de mar) y Macrocystis pyriphera (Huiro);,
Durvillaea antartica es la mas consumida a nivel nacional (Tala, 2017; Pinto ef al, 2021). A pesar de la gran
disponibilidad de algas, el consumo de este alimento por parte de la poblacion es menor a 200 gramos anuales
per capita. lo cual contrasta con el consumo 20 veces mayor de paises en paises asiaticos como China, Japon y
Corea, el cual asciende a los 4 kg anuales per céapita. El bajo consumo nacional de algas se atribuye a sus
caracteristicas organolépticas particulares. Sin embargo, distintas investigaciones han buscado promover su
consumo a través de la utilizacion de las algas en diferentes preparaciones como hamburguesas, esto se justifica
por la excelente calidad nutricional de las algas, caracterizada por una gran variedad de macro y micronutrientes,
ademas de compuestos bioactivos. (Figueroa et al, 2022; SUBPESCA, 2021; Zava y Zava, 2011; Murai et al,
2019). Larelevancia de estos valores radica en la inclusion de algas en la alimentacion diaria de los habitantes
asiaticos, y como esto podria repercutir en parametros de salud mencionados, lo que sugiere que el consumo
habitual de algas representa un factor protector relacionado a factores de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cronicas no transmisibles y/o una alternativa terapéutica para promover el control de ciertas

alteraciones metabolicas.

A este consumo, se atribuyen beneficios para la salud asociados a sus componentes nutricionales en parametros
de salud medibles cuantitativamente tales como lipidos sanguineos, niveles de glicemia, presion arterial y peso
corporal en animales y humanos. En el caso de la poblacion japonesa, la mortalidad por enfermedad cardiaca
isquémica es la mas baja del mundo, lo que estaria asociado a la ingesta dietaria de algas y el control que esta
podria ejercer en la disminucion en la presion arterial y los lipidos en suero. Estudios han sefialado la relacion
inversa entre la ingesta recurrente de algas y la mortalidad por infartos, en este sentido la poblacion que
consumia algas de manera diaria tenia un menor riesgo de mortalidad por infartos, especialmente en aquellos
cerebrales, ademas de tener un impacto positivo en la reduccion del riesgo de accidente cerebrovascular (ACV),
en hombres (Chichibu ef al, 2021). Mientras que, en mujeres se observo una relacion inversa entre la ingesta
frecuente de algas y la mortalidad por ACV total e infarto cerebral (Kishida et a/, 2020). Ademas se ha
evidenciado que la ingesta de algas en la dieta tradicional japonesa reduce el riesgo de enfermedad coronaria
entre hombres y mujeres (Murai et al, 2019) . Los mecanismos de accion de las algas sobre estos marcadores
no estan completamente estudiados, sin embargo, se atribuye su actuar a los compuestos bioactivos presentes
en las mismas. Con estos antecedentes, es posible comprender que la menor mortalidad existente en la poblacion
japonesa podria estar relacionada a sus patrones alimentarios, ya que de acuerdo con los indicadores de OCDE
2021, Japén posee tasas mas bajas de mortalidad que paises americanos como Chile. En particular se hace
referencia a las enfermedades del sistema circulatorio como las principales causas de muerte, siendo
responsables de 1 de cada 3 muertes en cada pais, en que se incluyen los infartos y los ACV, que tienen una
ocurrencia menor a mayor ingesta de algas segun los estudios previamente descritos. Conjuntamente, la
obesidad o sobrepeso en la poblacion japonesa es inferior al 35%, mientras que en paises occidentales como
Chile, esta cifra superaria el 70% de acuerdo a la OCDE, lo cual favorece el desarrollo de enfermedades no
transmisibles como las enfermedades cardiovasculares, las que representan las principales causas de muerte en

nuestro pais, donde destacan los ACV de manera especifica.( Murai et a/, 2020; OCDE, 2019) Por este motivo,
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la incorporacion de algas marinas como alimentos, asi como también a través de extractos provenientes de las
mismas, suponen beneficios dentro de la salud cardiovascular de la poblacion, que implicaria una mejora en la
calidad y esperanza de vida al reducir el riesgo de desarrollo de enfermedades que resultan fatales como es el
caso de las cardiopatias, ademas de enfermedades metabdlicas asociadas a estados nutricionales alterados y

estilos de vida poco saludables.

1.2 Algas como fuente alimentaria

Las algas son alimentos de alto valor nutricional y completos, pues son una buena fuente de nutrientes como
proteinas, lipidos, fibra dietaria, vitaminas, minerales y compuestos bioactivos (Véliz et al, 2023). Este
contenido es variable depende de factores como la especie, tiempo de su recoleccion, estacionalidad, nivel de
crecimiento, temperatura, limitacion de nutrientes, pH y habitat. Particularmente, se evidencia una mayor
cantidad de proteinas en verano, cambios en la concentracion de hidratos de carbono dependientes de la
maduracion del alga siendo esta mayor en temporadas calidas, mayor nivel de lipidos en primavera, asociado
directamente a la temperatura, y una concentracion de compuestos bioactivos dependiente de factores de estrés

como la radiacion solar y altas concentraciones de oxigeno (Figueroa ef al, 2021).
1.2.1 Macronutrientes en las algas

Considerando lo antes expuesto, las proteinas se encuentran en cantidad elevada en algunas especies de algas,
en particular en las Rodhophytas, las cuales pueden tener 10% y hasta un 47% de este macronutriente en 100 g
de su peso seco. Ejemplo de ello, es la especie Porphyra, que es caracterizada en diferentes estudios con un
contenido proteico de 25 a 47% de peso seco (Figueroa et al, 2021; Pefialver et al, 2020) . Las algas rojas
contienen ficobiliproteinas solubles en agua especificas de su especie como la ficoeritrina y la ficocianina, que
funcionan como pigmentos fotosintéticos accesorios, que ademas de ser utilizados en tecnologia alimentaria
como colorantes naturales, se consideran de importancia biomédica pues se le atribuyen propiedades
funcionales como inmunomoduladoras, antiinflamatorias, neuroprotectoras, hepatoprotectoras y antioxidantes
(Stadnichuk y Tropin, 2017; Diaz-Dominguez et al, 2016) . Para algas presentes en la costa chilena, estudios
han cuantificado la cantidad de ficobiliproteinas presentes en el alga fresca Agarophyton chilense (ex Gracilaria
chilensis), cuya concentracion de proteinas alcanza alrededor de 15% en 100 gramos de peso seco, y tiene
concentraciones de ficoeritrina y ficocianina de 0,549 mg/g de proteina y 0,249 mg/g de proteina,
respectivamente( Tello-Ireland ez a/, 2011) . Las algas verdes, suelen tener una menor cantidad de proteinas que
las rojas, y pueden poseer una concentracion de proteinas de 10% a 30% de su peso seco, siendo una de las
principales representantes de esta especie en Chile, la Ulva lactuca, que es caracterizada nutricionalmente en
estudios con una cantidad de proteinas de 10 a 20% en 100 gramos de peso seco (Figueroa et al, 2021; Véliz et
al, 2023; Peialver et al, 2020) . Sin embargo, algunas producciones con microalgas verdes como Chlorella spp
puede contener hasta 60% de proteinas en 100 gramos peso seco, y la cual tiene una digestibilidad de 76%, con

un perfil de aminoacidos y contenido de aminoacidos esenciales comparable con proteinas animales como el
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huevo (Matos, 2019; Demarco et al, 2022; Wells et al, 2016) . Similarmente, la cianobacteria Ahthrospira spp
conocida como espirulina, puede alcanzar hasta 70% de proteinas en 100 gramos peso seco, y su digestibilidad
alcanza el 81%. Las algas pardas, en tanto, son las que menor concentracion de proteinas tienen con un rango
de 5 a 15% en 100 gramos de peso seco. Para, Durvillaea antarctica el rango de proteinas es de 10 a 12%

destacando, dentro de su contenido aminoacidico la presencia de histidina y valina, pero con isoleucina y leucina
como aminoacidos limitantes en su tallo y lisina en las hojas. (Mateluna et al, 2020; Figueroa et al, 2022;
Tiwari y Troy, 2015; Ortiz et al, 2006.) La biodisponibilidad de las proteinas de las algas puede verse reducida
por la alta cantidad de compuestos fenélicos, o también por la presencia de uniones fuertes entre las fibras de

la matriz extracelular, que impiden su salida ( Dominguez, 2013; Pérez-Lloréns y Hernandez- Carrero, 2016).

En relacién con el contenido lipidico, las algas presentan una cantidad muy baja de este macronutriente, con
concentraciones no superiores al 5%, siendo mayor la cantidad de lipidos a menores temperaturas Entre los
lipidos destacan los 4cidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados (PUFAs), los que pueden alcanzar un 30
y 70% del contenido lipidico total (Ibafiez, 2017). En las algas se observa una mayor PUFAs, en comparacion
a vegetales terrestres, destacandose el contenido de acido eicosapentaenoico (EPA) y el 4cido docosahexaenoico
(DHA) por parte de los -3, mientras que el acido araquidonico (AA) sobresale del grupo de los ®-6.(Pérez-
Lloréns y Hernandez-Carrero, 2016). Ademas, se documenta que los PUFAs son entre un 30 y 70% del
contenido lipidico total de las algas. La relacion entre ®-6 y -3, suele ser baja en las algas, fluctuando entre
0,3 a 1,8. Esto resulta beneficioso para la salud ya que una razoén entre 1 a4 es Optima para la disminucion del
riesgo cardiovascular.(Simopoulos, 2018) . Al comparar el contenido de lipidos entre las algas de diferente
coloracion, se logra identificar que las algas rojas poseen un contenido mayor de EPA, acido palmitico, oleico
y AA y la concentracion de lipidos totales en las mismas, puede llegar hasta un 2% en la especie Porphyra, y a
3% en la especie Agarophyton Chilense (Gracilaria chilensis), la que contiene un 1,3% de EPA en sus lipidos
totales, y una relacion 0-6: -3 de 3,42 ( Gutiérrez et al, 2016). En cuanto a las algas verdes, se identifica mayor
cantidad de acido linoleico, a-linolénico, palmitico, oleico y DHA, en especies como Ulva lactuca que puede
alcanzar hasta el 4% de lipidos en 100 gramos de peso seco. Se debe mencionar, que dentro de este contenido
lipidico el porcentaje de EPA corresponde a 1 % DHA en tanto, corresponde al 0,8% y la relacion w-6:0-3 es
de 1,31. En cuanto a las algas pardas, estas contienen elevados valores de acido oleico, linoleico y a-linolénico,
ademas de EPA y DHA. Un ejemplo de este tipo de algas es Durvillaea antarctica, que tiene una concentracion
total de lipidos de 0,1 a 4% en 100 gramos de peso seco, con un relacion de ®-6 :-3 de 2. Al al mismo tiempo,
su porcentaje de EPA es de 4,95% y de DHA es de 1,66% (Mateluna et al, 2020). Las microalgas aportan estos
acidos grasos esenciales a pescados y otros mariscos, y de igual manera, son una fuente utilizadas como
suplementos para aceites ricos en ®-3. Por este motivo, estas pueden alcanzar hasta 40% segun las condiciones
de cultivo de las ellas, estos aceites y extractos suelen tener una biodisponibilidad que puede llegar al 100%.
No obstante, en las macroalgas, su bioaccesibilidad es mas reducida y puede alcanzar el 12 0 30%, lo que puede
estar asociado a que la mayoria de sus lipidos se encuentran asociados a la membrana celular.(Wells et al, 2016;

Demarco et al, 2022).
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En cuanto al contenido de carbohidratos, estos corresponden esencialmente a polisacaridos, los cuales son
componentes estructurales de la pared celular de las algas (Ibafiez, 2017). De igual modo, existen algunos
polisacaridos exclusivos de las algas como los alginatos utilizados como espesantes en la industria alimentaria
y que se concentran mayormente en algas pardas; los carragenanos que se forman por galactosa y
anhidrogalactosa y tienen la capacidad de formar geles, y el agar que se forma por distintas unidades de
galactosa (agarosa y agaropectina). Estos polisacaridos no digeribles forman la fibra dietética o dietaria (Pérez-
Lloréns y Hernadez-Carrero, 2016) . Los carbohidratos pueden alcanzar entre el 20 y hasta 80% del peso seco
de las algas, de los cuales entre un 36 a 60% corresponden a fibra dietética total, la cual en su mayoria no es
digerible por las enzimas digestivas, de manera que las algas no constituyen una fuente de carbohidratos a nivel
de biodisponibilidad. Ahora bien, la fibra dietética proporciona beneficios para la salud, asociados justamente
a su baja digestibilidad. La fibra se divide en dos tipos: soluble ¢ insoluble, la primera de ellas es caracterizada
por su capacidad de aumentar la viscosidad, reducir la respuesta glicémica, mantener colesterol, y formacion
de la microbiota intestinal, entre otros; Mientras que, la segunda tiene la capacidad de absorber el agua
favoreciendo el transito intestinal (Pefialver et a/, 2020) . La relacion entre fibra soluble y fibra insoluble es
mayor en algas que en vegetales terrestres, la fibra soluble puede alcanzar desde el 67 a 85% del total de la fibra
en macroalgas pardas, y un 52 a 56% en macroalgas verdes y rojas, convirtiéndose en la fibra mayoritaria en
este tipo de algas. En el caso de Durvillaea antarctica, se documenta una cantidad de 27,7 gramos de fibra

soluble y 43,7 gramos de fibra insoluble en 100 g de alga.
1.2.2 Micronutrientes en las algas

Las algas marinas se destacan por su contenido de vitaminas y en particular, de minerales los cuales suelen
encontrarse en cantidades apreciables. En algunas especies puede representar alrededor del 40% de su peso
seco, lo que es superior a lo cuantificado en vegetales terrestres (5-10%)( Pérez-Lloréns y Hernadez-Carrero,
2016). Lo que puede atribuirse a su capacidad de bioadsorcion y bioacumulacion que finalmente permite que
sus niveles de minerales, sean entre 10 y a 100 veces mayores que en plantas terrestres, como en el caso de la
espinaca, que es conocida por su gran cantidad de minerales, los que representan alrededor del 20% de su peso
seco, lo que es menor a lo sefialado anteriormente para algunas especies de macroalgas. Se ha asociado su
biodisponibilidad a la presencia de macronutrientes como los carbohidratos y en particular, en aquellos con
altas cantidades de fibra dietaria, hay una mayor biodisponibilidad de los metales. Esto se puede explicar por la
formacion de micelas que se atribuye a los carbohidratos y polisacaridos hidrofobicos presentes en las algas y
que permitirian el incremento de la absorcion de los metales. En contraste, la presencia de proteinas puede tener
una relacion negativa con la biodisponibilidad de minerales, pues estas durante la digestion in vitro, se
hidrolizan en aminoacidos los que poseen cargas eléctricas (positivas-negativas) lo que aumenta la presion
ionica en la fase acuosa, ocasionando una menor solubilidad de los metales contenidos. Y lo mismo se puede
evidenciar en los lipidos, pues los minerales no se emulsionan en presencia de 4cidos biliares, lo que afecta su

accesibilidad (Demarco et al, 2022).
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Grosso modo, las algas contienen altas concentraciones de minerales como sodio (Na), magnesio (Mg), fosforo
(P), potasio (K), yodo (I), hierro (Fe) y zinc (Zn), por ende, contribuyen a cubrir los requerimientos asociados

a estos, y que incrementan su biodisponibilidad al encontrarse principalmente quelados y en forma coloidal.

( Pérez-Lloréns y Hernadez-Carrero, 2016 )Minerales como el Na, se encuentran de manera abundante en algas,
dada la capacidad de estas de absorber los minerales del ambiente marino. El contenido de este varia entre los
diferentes tipos de algas y habitualmente, son superiores en algas pardas, como en Durvillaea antarctica, en
que se presenta en 0,5 gramos /100 g peso seco. Para la misma alga, se ha documentado una concentracion de
K de 0,16 g/ 100g peso seco, y se menciona que las algas pardas aportan hasta el 15% de la DDR (dosis diaria
recomendada) de este micronutriente. Con esto, es relevante mencionar que, si algunas algas contienen altas
cantidades de Na y K, la relacion Na/K suele ser baja en todas ellas, lo cual representa una propiedad saludable
pues contribuye a disminuir la incidencia de la hipertension arterial y producir un balance en la relacion elevada
de Na/K presente en la dieta occidental actual que se asocia a enfermedades cardiovasculares, por lo que es
relevante mencionar que Durvillaea incurvata, presenta un ratio de 2.3 (Cardoso et al, 2015) . Asi también, se
ha reportado que las algas son grandes fuentes naturales de yodo (1), elemento primordial para la funcién éptima

de la glandula tiroides y la sintesis de hormonas tiroideas en humanos.

Asi también, se ha reportado que las algas son grandes fuentes naturales de yodo (I), elemento primordial para
la funcion optima de la glandula tiroides y la sintesis de hormonas tiroideas en humanos. Las algas marrones
tendria la mayor capacidad de retencion de este micronutriente, y en este sentido, Durvillaea antarctica contiene
0,102 mg/kg de peso seco, lo cual es suficiente para contribuir a la dosis diaria recomendada de 150 ug/
dia.(Milinovic et al, 2021; Lozano y Diaz, 2020) En cuanto a los niveles de Ca, estos son mayores en algas
marrones, con una concentracion de 0,19 g/100 g de peso seco de Durvillaea, mientras que su contenido de Mg
es de 0,09 g/ 100 gramos de peso seco, lo que se traduce en que no implica un gran aporte al DDR de este
elemento, ya que sus aportaciones son menores al 15%. En cuanto al Hierro (Fe), este alcanza el 0,018 g/100 g

de peso seco, lo cual implica un aporte a la DDR mayor del 16% ( Véliz et al, 2023; Astorga y Mansilla, 2013).

Ademas de los minerales, las algas marinas poseen una gran cantidad de vitaminas. Macro y microalgas
representan fuentes de vitaminas hidrosolubles y liposolubles, tales como vitaminas del complejo B, dentro de
las cuales destaca el contenido de tiamina (B1), riboflavina (B2), cobalamina (B12), acido félico y sus derivados
(5-metiltetrahidrofolato, 5-formyltetrahidrofolato y tetrahidrofolato), ademas de vitamina C como acido L-
ascorbico, y vitaminas liposolubles como la E en forma de tocoferoles, y la A en forma de carotenoides (Ibafiez,
2017). En concordancia a lo expuesto, la vitamina C en algas pardas y verdes tiene una concentracion que
fluctta entre los 500 mg/ kg peso seco y los 3000 mg/kg peso, mientras que las algas rojas tienen niveles de
vitamina C entre los 100 y 800 mg/kg peso seco. En el caso de Durvillaea antarctica, presenta una
concentracion de 417,3 + 36,1 mg/100 g peso seco, lo cual es superior a incluso algunos vegetales y frutas
terrestres conocidas por ser fuentes ricas de ella como naranja, kiwi, fresas, espinacas, entre otros, los cuales no
superan los 90 mg/ 100 g. ( Uribe et al, 2019; Linus Pauling Institute, 2023) Con respecto a las vitaminas del

complejo B, las B1 y B2 se encuentra mayoritariamente en algas rojas y pardas, y de manera especifica, la B12,
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se encuentra en microalgas como la Spirulina, donde 1 gramo de ella seria suficiente para cumplir con el DDR.
No obstante, aun existe controversia con respecto a su biodisponibilidad. La vitamina E, estd disponible en
Durvillaea antarctica con 245,9 mg/kg peso seco y esta contiene a-tocoferol, en cantidades superiores a los
400 mg/ 100 g de lipidos, ademas de carotenoides (vitamina A) en una concentracion superior a los 5 ug/g peso

seco (Uribe ef al, 2019).
1.2.3 Compuestos bioactivos presentes en las algas

Las algas poseen compuestos que cumplen distintas funciones biologicas, tanto dentro de la estructura algal,
como al ser consumidas por los seres humanos. Los compuestos bioactivos de las algas, corresponden a
pigmentos fotosintéticos como la clorofila, carotenoides que incluyen xantofilas y - caroteno, ficobiliproteinas
(ficocianina, aloficocianina y ficoeritrina, la mas abundante), polifenoles caracteristicos como los florotaninos,
ademas de polisacaridos como los fucoidanos, ulvanos y carragenanos. Estos compuestos han reportado
actividades principalmente antioxidantes, aunque también se les atribuye otras como las anticancerigenas,
antiobesidad, antitumorales, antidiabéticas, antihipertensivas y antiinflamatorias.(Lomartire y Gongalves, 2022)
Desde esta perspectiva, se debe mencionar a la fucoxantina, es un carotenoide xant6filo no provitaminico
especifico de las algas, predominantemente en algas pardas, en las cuales puede alcanzar hasta el 70% del total
de carotenoides presentes en ellas, y que han demostrado propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antidiabéticas, antiobesidad y neuroprotectora. La fucoxantina, ha sido estudiada y extraida de diversas algas
pardas como Undaria, Sargassum, Laminaria, Eisenia, Alaria, Ecklonia, Hijikia, entre otras. A nivel nacional,
se ha determinado que el contenido de fucoxantina en Durvillaea incurvata , es de 0,312 £ 0,012 mg/g de peso
seco. Para Durvillaea spp., se reporta un contenido de clorofila a de 489,4 + 13,4 ug/g peso seco y clorfilas c;

y cae de 26,35 + 1,94 ug/g peso seco (Burgos-Diaz et al, 2022; Uribe ef al, 2019).

En cuanto a los compuestos fendlicos presentes en las algas, los mas conocidos son los florotaninos, que se
encuentran primordialmente en las algas pardas. Estos compuestos, altamente hidrofilicos, se forman de la
polimerizacién de unidades monoméricas de floroglucinol (1,3,5 trihidrobenzeno)( Okeke et al, 2021). El
floroglucinol se sintetiza a partir de la via del acetato malonato o policétido y puede condensarse en cadena o
en red para formar florotaninos con un rango muy variado de tamafios moleculares, los cuales van desde los
120 kDa hasta los 650 kDa. A nivel celular, los florotatinos se localizan en vesiculas del sistema
endomembranoso denominadas fisodos, las cuales al ser exocitadas provocan que los florotaninos sean
insolubilizados por unioén al acido alginico. El contenido florotaninos de las algas depende de la especie de alga
y de factores ambientales como el clima, intensidad de la radiacion UV, temperatura, pudiendo representar hasta
el 30% de los polifenoles presentes en el peso seco de las algas pardas. Estructuralmente, y basado en los
enlaces que existen entre grupos hidroxilo y el floroglucinol, se clasifican en 6 subtipos: fucoles, floroetoles,
fucofloretoles, fuhaloles, carmaloles y eckoles (figura 1). Los cuales presentan diversas actividades biologicas,
en las que se destaca la capacidad de neutralizacion de radicales libres, ademas de ser moduladores de proteinas
y quelacion de metales dentro de las algas, constituyendo un mecanismo de proteccion para las mismas contra

la herbivoria, la radiacion UVB y las concentraciones toxicas de metales pesados. Segin Erpel et al, 2020
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durante los ultimos 15 afios se ha documentado, que estos compuestos son benéficos para la salud humana
debido a su capacidad de modular diversos procesos fisiologicos (Erpel et al, 2020). En particular, se ha
reportado mecanismos de inhibicién de enzimas digestivas como la a-glucosidasa, a-amilasa y la lipasa
pancreatica, proteinas reguladoras de la adipogénesis como CEBP/a, PPARy, SREBP-lc, adiponectina,
inhibicion de la sintesis de acidos grasos a través de FAS, FABP4, leptina y resistina, todo ello asociado a la
accion antiadipogénica, antiobesogénica y antidiabética, mientras que sus actividades antioxidantes se asocian
a la actividad de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa( Khan
et al, 2022). Sin embargo, la mayoria de los estudios in vitro e in vivo, se han realizado en animales, siendo aun

escasas las pruebas realizadas en humanos. .
1.3 Efectos de extractos de algas marinas en enfermedades no transmisibles

Los florotaninos han demostrado actividades antidiabéticas mediante la inhibicion de las enzimas o-amilasa y
a-glucosidasa en ensayos in vitro ¢ in vivo (Murugan ef al, 2015). Estas enzimas participan en la digestion y
absorcion de alimentos ricos en almidon, la primera de ellas transformando el almidén en maltosa e isomaltosa
y la segunda, hidrolizando estos compuestos en glucosa para su absorcion intestinal (Kawamura-Konishi et al,
2012) (34). Esta propiedad fue estudiada en un ensayo clinico, en que se utilizé una suplementacion con el
extracto comercial InSea (basado en Fucus vesiculosus y Ascofhyllum nodosum). En el ensayo, se reportd una
reduccion, no significativa, de 9% en la glicemia postprandial luego de la ingesta de 50 g de pan blanco en
sujetos suplementados 500 mg de InSea(. Al mismo tiempo, se observé una reduccion de los niveles de insulina
en plasma de 12,1% y un aumento de la sensibilidad a la insulina en un 7,9% en el grupo suplementado con

InSea, lo que sugiere que este extracto podria efectivo para mejorar la homeostasis de insulina(Roy ef a/, 2011).

Los florotaninos aislados de algas como Ecklonia cava, han sido estudiados demostrando actividades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas, antihipertensivas, antiadipogénicas,
radioprotectoras y antialérgicas (Singh y Sidana, 2013; Heo et al, 2009; Lee ef al, 2010; Li et al, 2009; Kang et
al, 2005; Lee et al, 2017; Moon et al, 2011; Wijesekara et al, 2010). Uno de los florotaninos aislados mas
estudiados es el dieckol, el cual podria mejorar el metabolismo de lipidos y glucosa segtin lo reportado en
ensayos in vitro e in vivo.(Kang et al, 2013). ajo esta perspectiva, un ensayo in vitro estudi6 las actividades
inhibitorias de a-glucosidasa y o-amilasa en ratas con diabetes inducida por estreptozocina, las cuales fueron
divididas en 3 grupos de experimentacion, grupo control que recibid alimento sin ningun tipo de suplemento o
farmaco, el segundo grupo tratado con 0,5 gramos de dieckol en 100 gramos de alimento (extracto de E. cava)
y un tercer grupo tratado con 0,005 gramos de rosiglitazona en 100 gramos de alimento (droga insulino
sensibilizante). Las ratas fueron tratadas por 6 semanas, y sus valores de glucosa sanguinea fueron de 18,09 +
3,8 mmol/l para el grupo control, y 10,50 + 3,48 mmol/l en el grupo suplementado con dieckol, esto demuestra
que la suplementacion con este florotanino contribuye a la reduccion de los niveles de glicemia, en relacion con
los grupos control no tratados (Lee et a/, 2012). De igual modo, se evidencié una disminuciéon en hemoglobina
glicosilada (HbAlc) a un 7,5 % en el grupo suplementado con dieckol en comparacion a un 13 % del grupo

control. presentaba alrededor de 13%, mientras que presentaba alrededor de 7,5 %. Asi también, se pudo
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evidenciar una reduccion de la insulina circulante siendo en el grupo control 115,56 + 9,03 umol/l y en el grupo
con dieckol de 52,36 + 3,61 umol/l, lo que indica que extracto mejoraria la sensibilidad a la insulina. Cabe
destacar que los efectos antidiabéticos deldel dieckol fueron incluso mayores que los del farmaco rosiglitazona

(Lee et al, 2012; Sharifuddin et al, 2015).

El dieckol, ha demostrado tener efectos inhibitorios sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa(Lee et al,
2009). Mediante ensayos de actividad enzimatica se evidencio que el dieckol tiene la capacidad de disminuir la
actividad enzimatica, logrando una inhibicién del 80,53% y 50,62 % respectivamente sobrea-glucosidasa y o-
amilasa; a una concentracion de 0,67 mM de dieckol. De igual modo, observaron la eficacia del dieckol frente
al inhibidor sintético de estas enzimas, acarbosa, se pudo demostrar que en una concentraciéon de 0,33 mM de
dieckol, hay una mayor reduccién de la actividad de a-glucosidasa que con una concentracion de 0,77 mM de
Acarbosa (Lee ef al, 2010). Para el dieckol extraido de Ecklonia cava y Ecklonia stolonifera también se han
documentado propiedades antihipertensivas., a través de la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina
I (ACE I).n este sentido, se pueden observar actividades inhibitorias sobre la en modelos in vitro por parte de
florotaninos de algas marinas Phaeophytas como Ecklonia cava 'y Ecklonia stolonifera. Los extractos etandlicos
de estas algas mostraron propiedades inhibitorias significativas de la ACE con un IC50 de 0,96 mg/dl. Esta
inhibicion supone un control en los niveles de presion arterial, dado que la ACE, juega un rol importante en la
conversion de angiotensina I al vasoconstrictor angiotensina II ( Wijesinghe ef a/, 2011). De igual modo, se ha
evidenciado propiedades antiadipogénicas en los extractos de Ecklonia cava, a través de estudios in vitro e in
vivo.(Ko et al, 2013; Kong et al, 2010) En adipocitos en cultivo, se observo la inhibicion de la acumulacion de
lipidos de manera dosis dependiente, obteniéndose una reduccion del 63% con una concentracion de 100uM en
comparacion al grupo control (sin tratamiento con dieckol). En cuanto al ensayo in vivo, se pudo observar que
los ratones sometidos a tratamiento con dieckol con una dosis de 60 mg/kg de peso/ dia, tenian una reduccion

del 55% de colesterol LDL en relacion con el grupo control (Choi ef al, 2015).

Los estudios de los efectos de antibiabéticos y antiadipogénicos de los florotaninos se han realizado
principalmente a partir se algas pardas presentes en costas de paises asiaticos, habiendo escasos estudio sobre
sobre las algas de costas nacionales. No obstante, en el caso de la Durvillaea antarctica, Un estudio publicado
el afio 2020, analiz6 las propiedades antidiabéticas de los extractos de seis especies diferentes de algas del sur
de Chile, entre las cuales destaco el cochayuyo como el de mayor contenido fendlico, mayor capacidad
antioxidante y mayor actividad antidiabética. En la investigacion, se obtuvo como resultado que el extracto de
Durvillaea antarctica obtenido mediante acetona, inhibid casi por completo la actividad enzimatica de y a-
glucosidasa, de una manera dosis dependiente, a una concentracion de 1000pg/peso seco, lo cual es superior a
lo logrado acarbosa, que tiene actividad inhibitoria de alrededor del 40% en 1000 pug/ml.. No obstante, en otro
estudio se sefala que los extractos de esta alga obtenidos a través de Metanol pueden inhibir la enzima hasta en
un 100%. En cuanto al contenido fendlico de esta alga, es importante destacar que los florotaninos pueden
alcanzar hasta un 15% de los polifenoles presentes en su peso seco, lo que explica sus actividades antidiabéticas
derivadas de estos compuestos bioactivos.( Pacheco et al, 2020). Adicionalmente, se ha hecho un estudio en

Durvillaea antarctica, en que se evidencio la capacidad de extractos de esta alga de inhibir las enzimas o-
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Amilasa y a-Glucosidasa, favoreciendo el control glicémico, debido a que la actividad de estas enzimas se
relaciona directamente con el aumento en los niveles de glicemia. Otros blancos sobre el cual actian los
florotininos para modular la glicemia son las enzimas gluconeogénicas glucosa 6 fosfatasa (G6Pasa),
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y la glucokinasa (GK). El dieckol y el octafloretol han mostrado
revertir la sobreexpresion de G6Pasa y PEPCK; y la expresion reducina de GK en un modelo de ratas ,
reduciendo los niveles de glucosa sanguinea e incrementando los niveles de glucdgeno.(Pacheco et al, 2020;

Erpel et al, 2020)

Las algas marinas han demostrado a nivel de ensayos in vitro e in vivo propiedades antiadipogénicas,
relacionadas a sus componentes bioactivos. En el &mbito de estudios in vitro se destaca uno realizado por Kong
y cols., en el cual se evalto el potencial de inhibicién de diferenciaciéon de adipocitos en células 3T3 L1 de
extractos de alga parda Ecklonia Cava. Siendo el 1-(3',5'dihydroxy phenoxy) -7-(2",4",6-trihydroxyphenoxy)-
2,4,9-trihydroxydibenzo-1,4-dioxina el derivado de floroglucinol, el que disminuye los niveles de expresion de
factores de transcripcion de C/EBPa y PPARY, los que se expresan en adipocitos diferenciados terminales. Al
mismo tiempo, se han detallado hallazgos similes para otros florotaninos, como dieckol, eckol, floroglucinol y
florofucofuroeckol, donde se han demostrado disminuciones en la expresion de SREBP1 mediado por la
activacion de AMPK.(Kong et al, 2010) En cuanto a estudios in vivo, el efecto adipogénico en modelos de
ratones alimentados con dieta alta en grasas, se observa una reduccion del colesterol LDL en sangre, ademas de
reduccion de tejido adiposo a nivel visceral todo esto producido por acciéon del florotanino dieckol.Estas
evidencias permiten inferir, que compuestos bioactivos de algas pardas chilenas pueden tener potenciales

efectos antiadipogénicos similares a otras especies provenientes de otras costas (Ko ef al, 2013)
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Tabla 1. Efectos de extractos de algas marinas en enfermedades no transmisibles

Ref. Especie de alga  Tipo de ensayo Tipo de extracto y Efecto metabélico
tratamiento
Rov et | Ascophyllum In vifro: ensayo Extracto comercial Efectos en o- glucosidasa y a-
al 2011 | nodosum enzimatico PTH amilasa:
Fuctuis vesiculosus  o- glucosidasa 25 ug/ml de PTH -Inhibe un 90% aproximadamente o-
sintética y o- amilasa glucosidasa (IC50= 5,0 ug/ml)
salival humana -Inhibe totalmente a- amilasa (2,8
ug/ml)
Efecto sobre glicemia
In vivo: ratas wistar -Reduccion 90% del aumento de
macho glicemia postprandial
-Peak de insulina reducido en 40%
Kang et al, | Ecklonia cava Invive: Metanolico Efectos sobre DM2:
2013 suplementacion (florotanino aislado: dieckol) -Reduccidn significativa de glicemia
ratones C57BL/Ks]J- - Reduccion de niveles de
db/db 10 mg de extracto/ kg de insulinemia
peso - Aumento de fosforilacion AMPk y
AKT.
In Trf_m.' anah_Sls’d_e 10 mg de extracto / kg de Efecto antioxidante
actividad enzimatica -
. L peso -Aumento de actividad de
en tejido pancreatico .. .
) superoxido dismutasa (SOD)
de ratones -Reduccion de peroxidacion lipidica
C57BL/KsJ-db/db (TBARS)
Lee et al, | Ecklonia cava Invivo: Metanolico Efecto en DM2
2012 suplementacion (florotanino aislado: dieckol) -Reduccion de hemoglobina
ratones C57BL/KsJ- glicosilada
db/db 0.5 g de extracto/ 100 g de -Reduccion niveles de glicemia
alimento - Reduccion de insulina plasmatica y
HOMAR
Efectos sobre lipidos séricos
-Reduccion de colesterol total y
. i triglicéridos
In“w!?'o.‘ ajfla.hsw -A%Jmeuto de colesterol HDL
tejido hepatico de Efect teiido hepdfi
ratones C57BL/KsJ- ecto en fejido hepatico .
db/db -Aumenta acthlda_d de glucokinasa
y glucdgeno hepitico
- Reduce glucosa 6 fosfatasa, ALT y
AST
Lee et al, | Ecklonia cava Invitro: Ensayosde  Metandlico (florotaninos Inhibe o- glucosidasa
2009 inhibicién enzimatica  aislados)
de a- glucosidasa
intestinal de rata y a-  Fucodifloroethol G IC50=19.52 umol L-1
amilasa pancreatica Dieckol IC50=10.79 umol L-1

6-6" bieckol
7- floroeckol

porcina

Florofucofuroeckol A

Dieckol
7- floroeckol

IC50=22.22 umol L-1
IC50=49.49 umol L-1 *
IC50=19.71 umol L-1

Inhibe la a-amilasa

IC50=125.98 umol L-1
IC50=250.02 umol L-1
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Lee et al,

2010

Wijesinghe
etal 2011

Ko et al,
2013

Choi et al,
2015

Pacheco er

a, 2020

Ecklonia cava

Ecklonia cava

Ecklonia cava

Ecklonia cava

Durvillaea

antarctica

In vitro: células
endoteliales de
cordon umbilical

In vitro: analisis de
actividad enzimatica
de Enzima
Convertidora de
Angiotensina (ACE)

In vitro: Linea celular
EAhy926
(revestimiento
interno de vasos
sanguineos humanos)
In vitro: linea celular
3T3-L1 de ratén en
proceso de
diferenciacién a
adipocitos

In vitro: linea celular
3T3-L1 de ratén en
proceso de
diferenciacién a
adipocitos

In vitro: inhibicion de
actividad enzimatica
de o- glucosidasa de
levadura y g-amilasa
pancredtica porcina

Metanolico (florotanino
aislado: dieckol)

50 ug/ml

Etandlico
1 g de extracto/100 ml

Dieckol 0.54 mM

Metandlico
100 ug de extracto/ml

Dieckol
100 uM

Metandlico

Dieckol
100 uM

Etanolico
1000 ug/ ml de extracto

Acetona
1000 ug/ml de extracto
2000 ug/ml de extracto

Efecto sobre estrés oxidativo
inducido por altos niveles de glucosa
-Aumento viabilidad celular (79.7%)
-Inhibicion de formacion de TBARS
-Reduccion de produccion de ROS y
NO.

-Inhibicion de expresion de INOS y
Cox-2 (via de sintesis NO)
-Inhibicion de actividad NF-«f
Efecto sobre ACE

-Inhibe la actividad de ACE
(IC50=0.96 mg/dL)

- Inhibidor no competitivo de ACE

Aumento de la produccion de NO en
100% en concentraciones mayores a
0.27 mM.

Efecto en adipogénesis

-Inhibe acumulacion de lipidos
(70%)

-Inhibe expresion de PPARy,
C/EBPuo, SREP-1, FABP4
(promotoras de la adipogénesis)

Efecto en adipogénesis

-Reduce 65% la acumulacion de
lipidos

-Reduce expresion de enzimas de la
via de sintesis de triglicéridos
(LPAAT, LIPINA1, DGAT1)
-Reduce expresion de factores de
transcripcion de adipogénesis
temprana C/EBPpB, C/EBPé y KLF4
-Aumenta expresion de factores que
inhiben adipogénesis KLF1 y Pref-1
- Activa via AMPKa

Efectos en de a- glucosidasa y
o-amilasa:

-Reduce la actividad de o-
glucosidasa a 3.1 £0.4%

- Reduce la actividad de a-
glucosidasa a 0.7 £ 0.3%

- Reduce actividad de o- amilasa en
56.6 2%
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2. Hipotesis

Durvillaea antarctica presenta compuestos bioactivos extraibles en solucion acuosa que poseen propiedades

antiadipogénicas, antidiabéticas y antioxidantes.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Estudiar las propiedades antiadipogénicas, antidiabéticas y antioxidantes de compuestos bioactivos extraibles

de Durvillaea antarctica en individuos humanos y en modelos celulares y animales.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Evaluar el efecto de un extracto acuoso de Durvillaea antarctica sobre la proliferacion, viabilidad celular

y estrés oxidativo inducido por perdxido de hidrogeno, en un modelo celular de preadipocitos de raton.

3.2.2 Evaluar el efecto de un extracto acuoso de Durvillaea antarctica sobre el metabolismo glucidico,

lipidico y la peroxidacion lipidica en ratones BALB/c macho adultos sometidos a una dieta alta en grasa.

3.2.3 Evaluar el efecto de una infusién de Durvillaea antarctica sobre la respuesta glicémica postprandial a

carbohidratos complejos en personas adultas.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Ensayos en modelo de preadipocitos
4.1.1 Cultivo de células 3T3-L1

Los ensayos in vitro se ejecutaron en la linea celular 3T3- L1 de preadipocitos de raton, las que fueron cultivadas
a 37°C, en atmosfera de 5% de dioxido de carbono y humidificada, en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), suplementado con 5% de suero de ternero, 2 mM de glutamina y 100 U/mL de penicilina-
estreptomicina (DMEMc -completo-). Las células fueron mantenidas en placas de 10 cm y traspasadas a placas
de 24 pocillos para realizar ensayos de viabilidad, proliferacion celular o estrés oxidativo; en los cuales cada

condicion experimental se realizo en triplicado.
4.1.2 Ensayos de viabilidad celular

Para los ensayos de viabilidad celular se sembraron 103 células por pocillo en medio completo, se realizé lavado
con buffer fosfato salino (PBS) y las células se incubaron por 24 hrs en DMEM sin suero. Posteriormente, las
células fueron tratadas con 10, 20 y 40 mg/mL de extracto de D. antarctica disuelto en medio de DMEMc y
control sin extracto, por 24 hrs. Finalmente, la viabilidad celular se determiné por el ensayo de exclusion de
azul de tripan. Para ello, se lavo cada pocillo con PBS y luego se incuboé con 0,05% de tripsina y 0,02 % de
EDTA para disgregar las células por 3 minutos. La digestion con tripsina se detuvo agregando DMEMc, junto
con azul de tripan a una concentracion final de 0,2 %. La suspension celular fue agitada manualmente y se
realizé recuento en camara de Neubauer bajo microscopio Optico. Los resultados fueron presentados como

promedio del mimero de células por pocillo para cada condicion.
4.1.3 Ensayos de proliferacién celular

Para los ensayos de proliferacion celular se procedié de manera similar a lo descrito para viabilidad celular, sin
embargo, la cantidad de células inicialmente sembrada fue de 20.000 células por pocillo (placa de 24 pocillos).
De esta manera, el ensayo se inicid con células pre-confluentes, las que se mantuvieron en proliferacion en
medio DMEMc en presencia de extracto de D. antarctica en un rango de 0,2 a 20 mg/mL, durante 48 horas.

Posteriormente, se realizé el conteo de células segun el protocolo de viabilidad celular anteriormente descrito.
4.1.4 Induccion de estrés oxidativo con peréxido de hidrogeno (H202)

Se sembraron 10° preadipocitos 3T3 por pocillo en DMEMec. Luego de lavar con PBS, las células fueron tratadas
con H,O; disuelto en PBS, en un rango de 0,001 a 1 mM, durante 30 minutos. Posteriormente, se descart6 la
solucion de H>O», se lavo con PBS y se mantuvieron las células en DMEMc por 6 horas a 37°C. Finalmente se

determind la viabilidad por exclusion de azul de tripan segln se describid anteriormente.
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4.1.5 Proteccion del extracto frente a estrés oxidativo inducido por H20:

Se realiz6 induccion de estrés oxidativo segtin protocolo anterior exponiendo a las preadipocitos 3T3 a 0,1 mM
de H>O» , en conjunto con extracto de D. antarctica en un rango de 0,06 mg/mL a 20 mg/mL; ambos disueltos
en PBS. Luego de retirar el PBS de tratamiento, se agreg6 DMEMc suplementado con extracto manteniendo la
concentracion usada en la primera exposicion simultanea a H,O, e incubando por 6 horas. Finalmente se
determind la viabilidad por exclusion de azul de tripan segun protocolo anterior, o alternativamente se determin6
la fluorescencia asociada a tres marcadores de citotoxicidad: alamarBlue, CFDA-AM (5-carboxifluoresceina
diacetato, acetoximetil ester) y rojo neutro; los cuales se asocian respectivamente a actividad metabdlica,
integridad de la membrana plasmatica e integridad de la membrana lisosomal. Para ello, se retir6 DMEMc
suplementado con extracto, se realizo lavado con PBS y se incub6 cada pocillo con 400 uL de solucion de
alamarBlue/CFDA-AM por 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. La emision de fluorescencia a
590 nm se detectd en un lector de microplacas Synergy H1 Biotek (Agilent). Posteriormente se descart6 la
solucién de alamarBlue/CFDA-AM vy se agregd 400 uL de rojo neutro por pocillo, incubando 60 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Luego de descartar la solucion de rojo neutro, se realizd fijacion de las
células con 400 uL de formaldehido al 4% y posterior extraccion en solucion de acetato al 2% en etanol durante
10 minutos con agitacion de la placa en la oscuridad. Se determiné la emision de fluorescencia a 645 nm,

correspondiente a rojo neutro, en un lector de microplacas Synergy H1 Biotek (Agilent).

4.2 Exposicion de ratones a extracto de D. antarctica

4.2.1 Mantenimiento de animales

Se adquirieron 20 ratones BALB/c macho de 12 semanas de edad, en el Instituto de Salud Publica (IST),
Santiago de Chile y fueron recibidos en marzo del 2022. Antes de someterlos a las condiciones experimentales,
fueron aclimatados en el bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Catodlica de la Santisima
Concepcion, por un periodo de un mes en condiciones ambientales controladas tales como: temperatura de 23°
a25° C, ciclo de luz y oscuridad 12hrs/12hrs. Durante el aclimatamiento fueron alimentados con 5 gramos por
dia de pellet de dieta normal (Laboratory rodent diet 5001*, Lab diet) ad libitum y agua. El mantenimiento y
estudio de animales se realizé siguiendo las buenas practicas establecidas en los documentos de ANID: (i)
Manual de Normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados y (ii) Lineamientos Bioéticos para la Investigacion

en Animales (ANID), que incluyen el principio de las 3R (reemplazar, reducir y refinar).

4.2.2 Protocolo de tratamientos

Los 20 ratones fueron distribuidos en 5 jaulas, conteniendo 4 animales cada una. Sin embargo, durante el

procedimiento experimental, algunos animales presentaron comportamiento agresivo causando la muerte de 3
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compaiieros de jaula. Por ello, algunos ratones se reubicaron en jaulas con menor numero de animales. Los 17
animales disponibles fueron distribuidos en 4 grupos experimentales: el primero con 5 animales, alimentados
con dieta normal (Laboratory rodent diet 5001*, Lab diet) cuya composicion nutricional es 2,86 kcal/g; 28,9%
de proteinas; 13,6% de lipidos y 57,4% de carbohidratos. El segundo grupo, fue alimentado también con dieta
normal y conjuntamente, se les administr6 66,6 mg/kg de peso del animal de extracto de D. antartica via sonda
orogastrica, dos veces por semana, en un periodo total de 10 semanas. Los grupos 3 y 4, fueron alimentados
con una dieta alta en grasa (DIO D12451, Research diets inc.) que nutricionalmente estaba compuesta de 4,73
kcal/g, 20% de proteinas, 35% de carbohidratos y 45% de grasas. Al igual que el grupo 2, el grupo 4 recibio el
tratamiento via sonda orogéstrica de extracto de D. antarctica 2 veces por semana durante 10 semanas en total.
Durante todo el desarrollo experimental los animales tuvieron acceso ad libitum a sus respectivas dietas,

llevando a cabo un control del consumo del alimento por pesaje tres veces por semana.

4.2.3 Determinaciones en los animales

Los animales fueron sometidos a medicion de peso corporal 2 veces por semana, durante toda la extension de
la experimentacion, en una balanza digital (CORE CQT251, Adam Equipment). Se realizaron controles
periddicos de glicemia mediante glucometro (URight) mediante sangre capilar obtenida por corte en la punta
de la cola. También se realiz6 un ensayo de tolerancia a glucosa una sola vez antes de finalizar las 10 semanas
tratamiento, mediante la inyeccion intraperitoneal de 30 mg de glucosa en 100 uL de suero fisioldgico estéril (1
mg de glucosa por g de peso). Posteriormente se determind la glicemia a los 0, 30, 60, 90 y 120 segundos
postcarga de glucosa con glucometro, obteniendo el area bajo la curva de glicemia en el tiempo. Al finalizar el
tratamiento de 10 semanas se llevo a cabo el sacrificio de los ratones mediante inyeccion letal de pentobarbital
al 3% en agua destilada. Seguidamente, se realizé diseccion del animal, extrayendo toda la sangre disponible
por la vena cava inferior a través de jeringa (estando este aun con vida, para evitar coagulacion), obteniendo un
rango de 100 y 200 uL de sangre por raton. Estas muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 1000 rpm,
separando el suero, el que fue almacenado a -80° C. De igual modo, mediante puncion de la vejiga se extrajeron
muestras orina, cuando estuvieran disponibles (n=15), y las cantidades extraidas estuvieron en el rango de 80 a
200 uL, las cuales fueron almacenadas en congelador a -80°C. Adicionalmente, se extrajeron muestras de tejido
adiposo epididimal, tejido hepatico y tejido muscular (musculo gastronémico), de la cuales se extrajeron
porciones de 100 mg para ser almacenadas en contenedores con 4 ml de formalina para estudios histologicos,
en 500 uL de solucion comercial RNA later para preservacion de ARN para estudios de expresion y en 500 uL
de buffer RIPA para analisis de western blot. En el caso del tejido adiposos epididimal se extrajo la totalidad
del tejido para determinar su peso y su apariencia con registro fotografico. Los restos de los animales se
eliminaron como desechos de material bioldgico, de acuerdo con el protocolo “Lineamientos bioéticos para la

investigacion en animales” de ANID, a través del servicio de eliminacion la empresa de residuos VEOLIA.
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4.3 Determinaciones de metabolitos por métodos espectrofotométricos

4.3.1 Colesterol total en suero

La determinacion de colesterol total en suero se realizo mediante el método enzimatico de punto final CHOD-
PAD, el cual se basa en el acoplamiento de las reacciones de la colesterol oxidasa y peroxidasa, a través de
peroxido de hidrogeno como intermediario comun. Para la reaccion se utilizé el kit comercial Colesterol
Liquiform (Labtest), se descongelaron las muestras a temperatura ambiente y mezclaron 5 uL de cada muestra
de suero con 500 uL de reactivo enzimatico y se incubaron a 37°C por 5 minutos. Como controles, se realizo la
reaccion para estandar de colesterol de 200 mg/dL y agua destilada (blanco reactivo). La medicion de
absorbancia se realiz6 en fotometro (Photometer 5010 v5+m Robert Riele) a una longitud de onda de 492 nm,

midiendo consecutivamente el blanco, estandar y posteriormente las muestras.
4.3.2 Triglicéridos en suero

La determinacion de triglicéridos en suero se realizo mediante método enzimatico de punto final, basado en la
una secuencia de reacciones de lipoproteina lipasa, glicerolquinasa, glicerol-3-fosfato oxidasa y peroxidasa;
produciendo el quinoneimina como producto final coloreado a partir de triglicéridos. Para la reaccion se utilizd
el kit comercial Triglicéridos Liquiform (Labtest). Para ello se descongelaron las muestras a temperatura
ambiente, y mezclaron 5 uL de cada muestra de suero con 500 uL de reactivo enzimatico y se incubaron a 37°C
por 5 minutos. Como controles, se realizd la reaccion para estandar de triglicéridos de 200 mg/dL y agua
destilada (blanco reactivo). La medicion de absorbancia en fotometro (Photometer 5010 v5+, Robert Riele) se

realizé a longitud de onda de 492 nm, midiendo el blanco, estandar y muestras, consecutivamente.
4.3.3 Colesterol LDL en suero

La determinacion de colesterol LDL en suero se realizéo mediante una modificacion del método enzimatico de
punto final CHOD-PAD, el cual permite excluir a quilomicrones, cVLDL y cLDL previo al paso de oxidacion
de colesterol. Se cuantificaron los niveles de colesterol LDL mediante el kit comercial LDL Cholesterol
liquicolor (Human Diagnostics). Para este fin, se descongelaron las muestras de suero a temperatura ambiente,
y se mezclaron con 5 uL de estandar calibrador (239 mg/dL en cLDL) y 750 uL de reactivo enzimatico (R1),
incubando a 37°C durante 5 minutos. Posteriormente se agregd 250 uL de sustrato (R2), incubando a 37° por 5

minutos para finalmente medir absorbancia a 555 nm en fotometro (Photometer 5010 v5+, Robert Riele).
4.3.4 Glucosa en orina

La determinacion de los niveles de glucosa en orina de los animales se realizé mediante método enzimatico de
punto final GOD-PAP, el cual se basa en el acoplamiento de las reacciones de la glucosa oxidasa y peroxidasa,
a través de peroxido de hidrégeno como intermediario comun. Para realizar el ensayo colorimétrico se uso el
kit comercial Glucose Liquicolor (Human Diagnostics), mezclando 10 uL de muestra con 1 mL de reactivo e

incubando por 5 minutos. Reacciones analogas se realizaron con agua para blanco reactivo y con estandar de
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glucosa. La medicion de absorbancia a 492 nm se realizé en fotometro (Photometer 5010 v5+, Robert Riele).

4.3.5 Proteinas totales en orina

La determinacién de proteinas totales en orina se realizdo mediante reaccion de Biuret, en la cual los enlaces
peptidicos reaccionan con iones Cu?* en medio alcalino formando un complejo de color violeta. Para realizar
la reaccidn se utilizo el kit comercial de proteinas totales (Labtest), mezclando 10 uL de cada muestra con 1 mL
de reactivo de proteinas totales y posterior incubacion a 37°C por 5 minutos. Simultdneamente se realizo la
reaccion agua destilada (blanco) y para estandar de albumina de suero bovino de 4 g/dL. Se realiz6 la medicion

de absorbancia a 546 nm en fotometro (Photometer 5010 v5+, Robert Ricle).
4.3.6 Creatinina en orina

La determinacion de creatinina en orina se realizo mediante el método de Jaffe, el cual se basa en la cinética de
reaccion no enzimatica de creatinina con acido picrico. Para realizar la reaccion se utilizo el kit comercial
Creatinine Liquicolor (Human Diagnostics). Para ello se descongelaron las muestras a temperatura ambiente, y
se diluyeron con factor de dilucién 50 en PBS 1X, y se agitaron en vortex. El reactivo fue reconstituido
mezclando reactivo A (4cido picrico) con reactivo B (NaOH) en partes iguales, para luego agregar 1 mL de
reactivo reconstituido a 100 uL. de muestra. Reacciones analogas fueron realizadas para agua y estandar de
creatinina (2 mg/dL). Las mediciones de absorbancia a 492 nm se realizaron a 37° inmediatamente luego de

realizar la reaccion y a los 2 minutos en fotdmetro (Photometer 5010 v5+, Robert Riele)
4.3.7 Urea en orina

Se determinaron los niveles de urea urinario con el Kit Urea UV cinética AA, Wiener Lab. Para ello se
descongelaron las muestras a temperatura ambiente, y se diluyeron con factor de dilucién 50, con 10 ul de
muestras a mas 490 uL de PBS 1X, y se agit6 en vortex. El kit contiene 2 reactivos, con los que se realiza una
solucién que contiene 16 mL de reactivo A y 4 mL de reactivo B, creando un stock para 20 muestras. Se
consideran tubos para muestras (n=15), blanco y dos estandar (Urea 0,6 g/L), a estos tubos se afiaden 1000 uL
de reactivo mas 100 uL de agua, estandar y muestras en tubos diferentes, respectivamente. El reactivo debe
estar en estufa a 37°C y se retiran de la estufa en la medida que se efectué la medicion de absorbancia a 340
nm, agregando en este momento la muestra, blanco o estandar, segun sea el caso y se realiza la medicion de

inmediato en fotometro (Photometer 5010 v5+, Robert Riele).
4.3.8 Transaminasa hepatica GOT en suero

Se realizo la determinacion de GOT, mediante el kit AST/GOT liquiform (Labtest), el cual se basa en la
medicién de la velocidad de reaccion catalizada por la GOT presente en la muestra, a través del NAD +
producido por acoplamiento con la reaccion de la enzima malato deshidrogenasa. Para ello se preincuba 100 uL

de muestra o calibrador con 800 uL de reactivo 1 (L-aspartato 330 mM, pirodoxal fosfato 11,1 mM) a 37°C por
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5 minutos. Luego se agrega 200 uL de reactivo 2 (a-cetoglutarato 66 mM) y se determina absorbancia a 340 nm

inmediatamente luego de iniciar la reaccion (Al) y a los 60 segundos de transcurrida la reaccion (A2).
4.3.9 Determinacion de TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico)

Este ensayo produce una reaccion colorimétrica de peroxidos lipidicos, esta reaccion se produce entre el acido
tiobarbiturico y el malonaldehido (MDA). Se realiz6 una curva de calibracion con MDA comercial (Sigma
Aldrich), ademds de dodecil sulfato de Sodio (Merck) 0,1 al %, acido acético 20% (Sigma Aldrich) pH 3,5,
acido tiobarbiturico (Sigma Aldrich) 0,8% y butanol:pridina 15:1 (Sigma Aldrich). Cada solucion contenia un
homogenizado de agua para blanco, MDA para curva de calibracion o muestra de suero (n=13) 50 uL, SDS 400
uL, acido acético 50 ul y TBA 400 uL. Estas muestras se mezclaron en vortex y posteriormente se calentaron a
bafio maria por 60 minutos a 100 °C. Posteriormente, se enfriaron bajo chorro de agua fria corriente, y se agrego
400 uL de butanol:piridina 15:1 y 250 uL de agua destilada, se agitaron nuevamente en vortex, y se centrifugaron
a 1000 rpm por 3 minutos. Luego, se extrajo la fase organica y se midid en espectrofotdmetro (Spectronic
Genesys 5) a 532 nm. Con los valores obtenidos se calculd la concentracion con la ecuacion de recta obtenida

de la curva de calibracion y la absorbancia promedio por condicion experimental.

4.4 Estudio randomizado cruzado para efecto agudo del cochayuyo

4.4.1. Participantes del estudio

Se reclutaron individuos adultos sin diagndstico de hipertiroidismo ni enfermedad renal, incluyendo a personas
sanas o personas con diagndstico de enfermedades metabodlicas en control médico, en cualquier estado
nutricional (normal, sobrepeso u obeso) en el contexto del estudio “Efecto agudo y crénico del consumo de
infusién de cochayuyo sobre el estado nutricional y metabolismo glucidico” del Proyecto Nucleo Cientifico
Tecnoldgico para el desarrollo costero sustentable. Cabe destacar que el estudio completo se realizé entre enero
de 2022 y julio de 2023, e involucrd una intervencion cronica de 1 mes con infusion de cochayuyo, sin embargo,
la presente tesis solo comprende el efecto agudo con ingestion de la infusion en una sola oportunidad. Previo al
inicio del estudio, los participantes firmaron un consentimiento informado (se adjunta formulario de
consentimiento). El estudio fue aprobado por el Comité de Etico Cientifico de la Universidad Catolica de la

Santisima Concepcion.

4.4.2 Preparacion de la infusion de cochayuyo.

Se recolectaron ejemplares de D. antérctica desde caleta Chome, comuna de Hualpén, las cuales fueron lavadas
con agua de mar filtrada y cortadas en trozos de 1 cm 2 (aproximadamente), descartando el grampén. Los trozos
fueron secados en deshidratadora a 40°C por 12 horas y posteriormente pulverizadas en molino para obtener un

tamafio de particula de 0,5 mm. Dos gramos del pulverizado de cochayuyo fueron dosificados en bolsas de té
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de 4 x 5 cm y almacenados a temperatura ambiente. La preparacion de la infusion se realizé antes su consumo,
agregando 100 mL de agua hirviendo a la bolsa de té e incubandola a temperatura ambiente por 12 hrs. Antes
de tomar la infusion, se apret6 la bolsa de cochayuyo para permitir la salida de mayor cantidad de liquido en

contacto con el cochayuyo.

4.4.3 Determinacion de la respuesta glicémica a carbohidratos complejos.

En el primer dia del estudio, los participantes realizaron un ayuno de 12 horas y determinaron la glicemia basal
con glucometro Uright en sangre capilar luego de puncionar un dedo. Posteriormente, bebieron 100 mL de agua
de la llave a temperatura ambiente e inmediatamente después, consumieron 100 g de pan blanco (45 g de
carbohidratos complejos disponibles) calentado en tostadora. A contar del consumo del pan en su totalidad, se
comenz6 a medir el tiempo, realizando mediciones de glicemia con glucometro a los 15, 30 y 45 minutos post-
consumo de pan. En el segundo dia de estudio, los participantes realizaron un procedimiento analogo al dia

anterior pero reemplazando el consumo de agua por 100 mL de infusién de cochayuyo.

4.5 Analisis estadistico

Las resultados se presentan como la media + desviacion estandar (DE) de los datos obtenidos. Los analisis
estadisticos se realizaron con Microsoft Excel perteneciente al paquete Microsoft Office 365. Para el analisis
de significancia se usaron los test ANOVA unidireccional para comparacion de medias de tres o mas grupos; o
t de Student para comparar la diferencias entre medias en dos condiciones experimentales. Se considerd una

diferencia estadisticamente significativa cuando el valor de p de la prueba estadistica era menor que 0,05.
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5. Resultados

5.1 Efecto de extracto de Durvillaea antarctica en modelo de pre-adipocitos.

5.1.1 Obtencion de extracto acuoso de Durvillaea antarctica

El extracto de Durvillaea antarctica fue sintetizado por el Laboratorio de la Dra. Carolina Aguirre en el contexto
del Programa de Recursos Naturales del Nucleo Cientifico Tecnoldgico para el Desarrollo Costero Sustentable.
El extracto se obtuvo a través de un método de extraccion (figura 1) que involucra la utilizaciéon de una muestra
fresca de Durvillaea antarctica, su posterior congelamiento en nitrégeno liquido, la fragmentacion de ella con
un mortero, y posteriormente, su tratamiento extractivo a través de ultrasonido en agua (extracto acuoso -EAq)
o con etanol al 50% (extracto alcoholico -EAI25-). Tras la obtencion del extracto, se realizo un analisis de la
composicion de cada extracto (tabla 2) donde se detalla el contenido proteico, glucidico y de algunos
compuestos bioactivos como fenoles, flavonoides y tioles. Para fines de la presente investigacion, se decide
utilizar EAq por presentar un solvente con menor potencial de interferir con las variables a investigar tanto en

lineas celulares como en animales.

Tabla 2. Caracterizacion de extractos de Durvillaea antarctica

Tipo de extracto Rendimiento Fenoles Carbohidratos Proteinas Flavonoides Tioles (mg/g
% p/p) (mg/g Ac. galico) (mg/g glucosa) (mg/g albamina) (mg/g catequina) glutation)
EAq 13 9,8:0,4 68,120,5 45,5£0,3 1,4340,10 2,45£0,31
EAI25 20,1 17,3+ 0,6 78,7£2,7 73,5£1,6 2,65+0,13 5,78+0,51

Obtencion de extracto de
Durvillaea antarctica

Muestra de Durvillaea
anlarctica

Congelacion

Fragmentacion con mortero

Extraccion con solventes

Buffer acuoso Etanol 50%

Ultrasonido

Extracto alcoholico
25% (EAI25)

Extracto acuoso*
(EAq)
Almacenamiento

Figura 1. Procedimiento de obtencion de extracto acuoso de Durvillaea antarctica
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5.1.2 Efecto de extracto sobre viabilidad y proliferacion de preadipocitos.

Inicialmente, se evalto un potencial efecto toxico del extracto de D. antarctica, mediante un ensayo in vitro en
la linea celular 3T3-L1 de preadipocitos de raton. Para ello, las células 3T3-L1 en 90% de confluencia, fueron
incubadas por 24 horas en concentraciones crecientes del extracto acuoso (EAq) adicionado al medio de cultivo,
para luego determinar viabilidad celular por el método de exclusion de azul de tripan. Este método, permite
visualizar de color azul a las células con dafio en la permeabilidad en la membrana plasmatica, quedando sin
coloracion las células viables. En la figura 2A, se observa que la condicion control sin extracto presentd una
cantidad total de 1,8 x 103 células (100% de viabilidad). En los tratamientos con EAq no se observo mortalidad
celular con ninguna de las concentraciones usadas, por el contrario, se encontraron aumentos en el nimero de
células totales cercanos al 5%. Por otro lado, se evalud el efecto de EAq sobre la proliferacién de los
preadipocitos 3T3-L1, los cuales fueron sembrados a una densidad de 5 x 10* células por pocillo de placa de 24
pocillos, obteniendo una confluencia inicial de cercana al 30% que resulta adecuada para proporcionar una
superficie libre para la proliferacion celular. En estas condiciones, las células fueron incubadas durante 48 en
medio completo en presencia de concentraciones crecientes de EAq, para finalmente determinar la cantidad de
células presentes al finalizar el tratamiento. En la condicion control sin extracto, se alcanzaron 2,1 x 10° células
por pocillo, mientras que en los grupos tratados con EAq se observé una menor cantidad células en forma dosis
dependiente. Con la mayor concentracién de EAq de 20 mg/dL se obtuvieron 6 x 10* células/pocillo, lo que
representa una disminucioén de 60% en la tasa de proliferacion respecto al control. Estos datos indican que si
bien el EAq no induce muerte celular de los preadipocitos 3T3-L1 al ser evaluada por el método de exclusion
de azul de tripan, pero si provoca una reduccion en la tasa de proliferacion que es dependiente de la cantidad

de EAq presente en el cultivo.
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Figura 2. Respuesta celular de linea 3T3-L1 frente a extracto de Durvillaea antarctica (EAq) (A)

Viabilidad celular en presencia de EAq; (B) Proliferacion celular en presencia de EAq
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5.1.3 Potencial protector del extracto frente a extrés oxidativo inducido por peroxido de hidréogeno.

Para evaluar el potencial antioxidante del extracto de D. antarctica, se estudié la capacidad del EAq para
proteger a las células 3T3-L1 frente al estrés oxidativo inducido por perdxido de hidrogeno (H»0»).
Primeramente, se determind la sensibilidad de la linea celular al H,O,, para lo cual se expusieron las células a
un rango de concentraciones de 0,001 a 1 mM de H»O, durante 1 hora en buffer PBS. Posteriormente, se
descart6 el H>O», se reemplazé por medio de cultivo y al cabo de 6 horas luego del tratamiento prooxidante, se
determind la viabilidad celular por exclusion de azul de tripan. De acuerdo con el grafico 3A, el H>O, indujo
una reduccion de la viabilidad dosis dependiente, alcanzando una viabilidad cercana a 0 a una concentracion 1
mM de H>O,. Una reduccién intermedia en la viabilidad se obtuvo al incubar con 0,1 mM de H,O,, alcanzando
una viabilidad del 30% respecto al control sin peroxido (0 mM). Se selecciono la concentracion 0,1 mM de
H,0, para inducir un estrés oxidativo que redujese parcialmente la viabilidad celular, de manera de evaluar si
el EAq pudiese proteger a las células de la muerte inducida en estas condiciones. Para el ensayo de proteccion,
se incubaron las células por 1 hora simultineamente con HO, 1 mM y EAq en un rango de concentraciones de
0,06 a 20 mg/mL disueltos en PBS. Posteriormente, se reemplazé el H,O; disuelto en PBS por medio de cultivo
con EAq y se determiné la viabilidad a las 6 horas post tratamiento pro-oxidante. En la figura 3B, se observa
una reduccion del 80% en la viabilidad en la condicion sin EAq respecto al control, la cual es concordante con
lo determinado en el ensayo previo de sensibilidad a H,O,. Al co-incubar con el H>O, con el EAq, se observa
que este logra rescatar las células de la muerte celular inducida por peroxido, elevando la viabilidad desde 20%
en ausencia de EAq hasta 54% en la maxima concentracion de EAq usada, igual a 20 mg/mL. La mayor
reversion de la muerte celular se obtuvo en el rango de 0,06 a 0,2 mg/mL de EAq, mientras que, a
concentraciones mayores, el efecto protector no incrementa significativamente. Por lo tanto, estos resultados
muestran que el extracto de D. antarctica presenta un efecto protector frente al estrés oxidativo inducido por

H>0,, permitiendo revertir parcialmente la muerte celular de células 3T3-L1.
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Figura 3. Estrés oxidativo inducido por peréxido de hidrégeno ( H202) en células 3T3-L1 en presencia de
extracto de Durvillaea antarctica (EAq). (A) Viabilidad celular frente a estrés oxidativo inducido por H>O,
en células 3T3-L1. (B) Viabilidad celular frente a estrés oxidativo inducido por H202 en presencia de EAq.
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Con el fin de obtener informacion adicional sobre el mecanismo de proteccion del EAq frente al estrés oxidativo
inducido por H»O,, se estudio el efecto protector del EAq mediante tres marcadores fluorescentes especificos
de dafio celular: alamar blue, rojo neutro y CFDA-AM (5-carboxyfluorescein diacetato). Para ello, se replicaron
las condiciones del ensayo proteccion anterior, induciendo muerte celular con H,O, 1 mM y protegiendo
parcialmente del dafio con un rango de concentraciones de EAq acotado al intervalo de maxima proteccion,
esto es: 0,06 a 6 mg/mL de EAq. En la figura 4A se grafican las lecturas de alamar blue, el cual es un marcador
que produce fluorescencia al ser reducido intracelularmente gracias a la actividad respiratoria de células
metabolicamente activas, de manera que refleja la integridad de la funcién mitocondrial. Los resultados
obtenidos evidencian que las células tratadas con H»O; tienen una reduccioén de 40% en las unidades relativas
de fluorescencia (URF), la cual fue parcialmente revertida de forma dosis dependiente con la administracion de
EAq, alcanzando una recuperacion del 90% del control usando 0,2 mg/mL de EAq, lo cual representa el maximo
nivel de recuperacion sin mayor incremento a mayores concentraciones de EAq. En la figura 4 B se grafican
las lecturas de fluorescencia de rojo neutro, el cual es un marcador que difunde al interior del lisosoma y es
retenido en el organelo sdlo en células viables. Coincidentemente, el EAq tuvo un efecto protector a nivel de la
funcion lisosomal ya que logro revertir totalmente el dafio inducido por H2O,. En este sentido, la fluorescencia
en presencia de H>O; sin tratamiento con EAq, se redujo a un 65% con respecto al control (100%), y conforme
se agregaron concentraciones crecientes del extracto, la proteccion fue aumentado hasta alcanzar a recuperar
totalmente la sefial de fluorescencia del control a una concentracion de 0,2 mg/mL (figura 4B). Finalmente, el
marcador CFDA-AM difunde al citosol celular donde es hidrolizado por esterasas generado un producto
fluorescente que queda retenido intracelularmente solo en células que presentan integridad de la membrana
plasmatica. En el ensayo con el marcador CFDA-AM, el extracto no efectud una proteccion frente al dafio de
la membrana plasmaética inducida por el tratamiento con H>O,, sin importar la dosis de EAq usada (figura 4C).
En conjunto estos resultados indican que el EAq contribuye a aumentar la viabilidad celular ante el estrés
oxidativo mediado por H,O» a través de la proteccion de la funcion respiratoria mitocondrial y la mantencion
de la integridad lisosomal, sin embargo, no contribuye significativamente a proteger frente a la pérdida de la

integridad de la membrana plasmatica.
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Figura 4. Actividad metabélica celular en estrés oxidativo inducido por peroéxido de hidrogeno (H202) en
presencia de extracto de Durvillaea antarctica (EAq). (A) Marcador fluorescente alamar blue; (B) Marcador
fluorescente rojo neutro; (C) Marcador fluorescente 5-carboxyfluorescein diacetato (CFDA-AM). (°) Indica
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5.2 Efectos metabolicos del extracto en ratones BALB/c

5.2.1 Ajuste inicial de la dosis administrada a los ratones

Tras el analisis de la accion del extracto en la linea celular de preadipocitos de raton 3T3-L1, donde no se
observaron efectos citotoxicos en el rango de concentraciones utilizados, se prosiguid estudiando el efecto del
EAq en un modelo in vivo de ratones BALB/c machos adultos de 15 semanas de edad. Particularmente, se
sometio a los ratones a una dieta comercial alta en grasa (consumo ad-libitum) durante 10 semanas en conjunto
con la administracion de EAq para evaluar si este lograba revertir las alteraciones metaboélicas inducidas por la
dieta alta en grasa. La administracion del EAq, se realiz6 mediante una sonda orogastrica dos veces por semana
a cada animal, mientras que en los animales controles no tratados se homologé la intervencion administrando
agua por la misma via. La dosis inicialmente administrada fue de 10 mg de EAq en 100 uL de agua, sin embargo,
luego de una semana de tratamiento los animales tratados presentaron, en general, efectos adversos que
incluyeron sensibilidad ocular con dificultad para mantener abiertos los ojos y dificultad para deambular
observando lentitud de la marcha. Coincidentemente, uno de los animales tratados con EAq murid en este
mismo periodo presentando necrosis generalizada desde la zona abdominal hasta las extremidades inferiores.
En este animal se determinaron AST/GOT plasmatica, urea y creatinina en plasma y orina en muestras obtenidas
antes del deceso (tabla 3). Los niveles de GOT se observaron levemente aumentados respecto al rango de
normalidad para la especie, sin embargo, se observé una gran elevacion de creatinina y urea plasmatica en orina,

sugiriendo el desarrollo de una falla renal aguda.

Tabla 3. Resultados de analisis de muestras de suero y orina

Parametro medido Suero Orina Valores de referencia

(Danneman et al, 2000; Silva-
Santana et al, 2020)

Creatinina 1.85 mg/dL 8.37 mg/dL 0.5-0.8 mg/dl
Urea 345.5 mg/dL 701.6 mg/dL 40.48 mg/dl
AST/GOT 126 U/L 994 U/L

Para evitar los posibles efectos adversos potencialmente asociados a una dosis alta de EAq, se realiz6é una
reduccion de 5 veces en la dosis de EAq a partir de la segunda semana de tratamiento, es decir disminuy6 a la
dosis a 2 mg por raton (equivalente a 66,6 mg/kg de peso para un ratén de 30 g de peso promedio). Tras la
realizacion de este ajuste, se continuo con el tratamiento con extracto de D. antarctica 66,6 mg/kg de peso del
animal entregado en dosis de 100 uL dos veces por semana via sonda orogastrica hasta completar 10 semanas,
en 4 condiciones experimentales diferentes: dieta normal sin extracto (N), dieta normal con extracto (NE), dieta
alta en grasa sin extracto (G) y dieta alta en grasa con extracto (GE). A lo largo del experimento se midi6 peso
corporal e ingesta de alimento semanalmente. Finalmente, se extrajeron muestras de suero, orina y tejido
adiposo epididimal completo para conocer los efectos del extracto sobre los parametros previamente

mencionados.
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5.2.2 Efecto del extracto sobre peso corporal y adiposidad.

En la figura SA se observa el seguimiento del peso corporal medido semanalmente en los cuatro grupos
experimentales. Al iniciar la intervenciéon (semana 1), se observa que, en promedio, los distintos grupos de
animales presentan un rango de 29 a 31 g de peso corporal inicial. Posteriormente durante el tratamiento, se
observa una tendencia a la ganancia progresiva de peso corporal en los grupos con dieta normal (N) y dieta alta
en grasa con EAq (GE), mientras que los grupos restantes (G y NE) presentan variaciones irregulares que
incluyen aumentos y descensos en el tiempo. En la figura 5B se grafica el incremento de peso promedio en cada
grupo desde el inicio al finalizar la intervencion, observando que el grupo con dieta normal (N) tuvo un aumento
de 1 gramo, mientras que el grupo alimentado con dieta normal y tratamiento con EAq (NE) tuvo una ganancia
de peso igual a 0,7 gramos, lo cual no resultd estadisticamente significativo. Contrariamente a lo esperado, la
dieta alta en grasa (G) indujo una ganancia similar a la dieta normal, mientras que la suplementacién con EAq
(GE) produjo un aumento significativo de peso sobre el control. Para evaluar si las variaciones en el peso
corporal estan relacionadas con ganancia de masa grasa, se determind el peso del tejido adiposo epididimal
(TAE) al finalizar la intervencion. E1 TAE es un tejido adiposo blanco que se encuentra bien localizado alrededor
de los testiculos en los ratones macho, de manera su completa extraccion y pesaje representa una medida de la
abundancia de tejido adiposo blanco para ser comparado de un animal a otro. Los datos obtenidos, permiten
comparar ¢l TAE de todas las condiciones experimentales con respecto al control, en las que se evidencian
diferencias significativas. Los grupos G y GE tienen el doble de peso de TAE que N (p<0,01) que tiene un peso
de 0,51 gramos, lo cual es concordante con el tipo de dieta que consumen. Por su parte el EAq logré una
reduccion del TAE en ratones alimentados con dieta normal, pero no en ratones alimentados con dieta alta en
grasa (figura 5C). En el grafico de la figura 5D, se presentan las variaciones en el peso del TAE como porcentaje
del peso corporal por cada condicion, observando que en los ratones alimentados con dieta alta en grasa el TAE
alcanza hasta un 3% del peso corporal total, mientras que en los animales con dieta normal el TAE constituye
entre el 1y 1,5 %. En conjunto los datos de peso corporal y de tejido adiposo muestran que la dieta alta en grasa
induce en ratones adultos, un aumento de peso corporal moderado debido principalmente a un aumento de la
masa grasa. Por otro lado, en nuestras condiciones experimentales, el EAq no logra proteger frente a la

acumulacion de tejido adiposo inducida por una dieta alta en grasa.
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Figura 5. Efectos de extracto de Durvillaea antarctica (EAq) sobre parametros de peso corporal y
acumulacion de tejido adiposo epididimal (TAE) por condicién experimental. (A) Variacion de peso
corporal semanal por condicién experimental. Sin diferencias significativas entre grupos segun analisis es
ANOVA; (B) Incremento de peso corporal promedio por condicion experimental. Sin diferencias significativas
entre grupos seglin andlisis estadistico ANOVA; (C) Peso total TAE por condicion experimental. * Diferencia
significativa entre N y G (p<0,01). # Diferencia significativa entre N y GE (p<0,01), segtn analisis estadistico
ANOVA. (D) Porcentaje de TAE en peso corporal total por condicion experimental. * Diferencia significativa
entre N y G (p<0,01). # Diferencia significativa entre N y GE (p<0,01), seglin analisis estadistico ANOVA. N:
Dieta normal sin extracto; NE: Dieta normal con extracto. G: Dieta alta en grasa sin extracto; GE: Dieta alta en
grasa con extracto.
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5.2.3 Ingesta de energia y macronutrientes

Durante la intervencion, se controld semanalmente la ingesta de alimento en todos los grupos de
experimentacion y se obtuvo el promedio de ingesta total en gramos por cada condicién. En general, se observa
un mayor consumo de alimento en los ratones alimentados con dieta normal que los alimentados dieta alta en
grasa (figura 2A). El EAq indujo una disminucion en el consumo de alimentos en los animales alimentados
dieta normal, pero no hubo diferencias en los alimentados con dieta alta en grasa. Particularmente, se obtuvo
una reduccion significativa en la ingesta de alimento entre el grupo N y el grupo NE (177,8 g a 147 g; p<0,01)
siendo este ultimo tratado con extracto, sin embargo, la ingesta de alimento del grupo G tuvo un consumo
similar al grupo GE con extracto. La eficiencia alimentaria corresponde a la razon entre el peso corporal y la
ingesta total de alimento y representa la capacidad del alimento de producir un incremento ponderal en el
animal. Para determinar este parametro, se utilizaron los valores de peso corporal final e ingesta total de
alimento por condicion experimental. En este sentido, el grupo control (N) es el que presenta una menor
eficiencia alimentaria con un valor de 17,7. Condicion que tiene una diferencia significativa (p<0,01) con el
grupo G, que presenta el valor doble de eficiencia alimentaria con 33,1. Esto indica que, ante igual consumo en
gramos, la dieta alta en grasa logra un mayor aumento en el peso corporal respecto a la dieta normal. No
obstante, al analizar el efecto del EAq sobre sus respectivos grupos controles, no se evidencian cambios

significativos en la eficiencia alimentaria de la dieta normal ni la dieta alta en grasa (figura 6B).

Se analiz6 la ingesta energética total consumida por los animales, calculando el promedio de consumo por cada
condicion experimental. Conjuntamente se determind el consumo promedio de cada macronutriente por
condicion experimental en base a la composicion nutricional indicada por la respectiva dieta comercial. El
grupo control (N) fue el que consumié una mayor cantidad de energia en kcal, con un consumo total en 10
semanas de 508 kcal, lo que difiere significativamente de lo consumido por el grupo NE que consumio un 80%
respecto al control (p<0,01). No obstante, el grupo G, alimentado con dieta alta en grasa sin extracto, tuvo una
ingesta energética de 427,4 kcal; cifra significativamente inferior con respecto al control (p<0,01) y similar a
al consumo del grupo GE (figura 6C). Respecto a los datos de consumo de macronutrientes, estos confirman
que los animales de los grupos G y GE consumieron casi el doble de lipidos a través de su dieta, al compararlo
con el grupo control (p<0,01). La distribucioén de los macronutrientes implica que la mayor cantidad de calorias
provenia de los lipidos, ya que en la dieta normal tenemos solo un 7 % proveniente de grasas, mientras que en
la dieta alta en grasa alcanzan un 45% (Figura 6D). Al comparar el grupo N y el grupo G, ambos sin tratamiento
de extracto, evidenciamos el doble de consumo de proteinas y carbohidratos en el primero de ellos, lo que es
significativamente mayor (p<0,01) que en el segundo grupo, siendo la distribuciéon de la molécula caldrica es
evidentemente diferente entre ambas dietas. (figuras 6E y 6F). En conjunto el analisis de ingesta de los animales
indica que si bien los animales alimentados con dieta alta en grasa consumieron menor cantidad de alimento, el
consumo energético fue similar al de la dieta normal debido a la mayor densidad energética de la dieta alta en
grasa. Por otro lado, se observa que la administracion del EAq no provoca cambios significativos en el consumo

de alimentos, tanto en la dieta normal como en la alta en grasa.
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Figura 6. Ingesta total de alimento, energia y macronutrientes por condicion experimental. (A) Ingesta
total de alimento por semana por condicién experimental. * Diferencia significativa entre N y NE (p<0,01),
segin analisis estadistico ANOVA; (B) Eficiencia alimentaria por condiciéon experimental. * Diferencia
significativa entre N y G (p<0,01), seglin analisis estadistico ANOVA; (C) Ingesta energética promedio por
condicion experimental. * Diferencia significativa entre N 'y NE (p<0,01). * Diferencia significativa entre Ny G
(p<0,01), segun analisis estadistico ANOVA; (D) Ingesta de lipidos promedio por condicién experimental.
* Diferencia significativa entre N y G (p<0,01). * Diferencia significativa entre N y GE (p<0,01), seglin anélisis
estadistico ANOVA; (E) Ingesta de proteinas promedio por condicion experimental. * Diferencia significativa
entre Ny G (p<0,01), segtin analisis estadistico ANOVA; (F) Ingesta de carbohidratos promedio por condicion
experimental. * Diferencia significativa entre N y G (p<0,01), seglin analisis estadistico ANOVA. N: Dieta
normal sin extracto; NE: Dieta normal con extracto. G: Diera alta en grasa sin extracto; GE: Dieta alta en grasa
con extracto.
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5.2.4 Efecto del extracto sobre lipidos plasméaticos

Al finalizar la intervencion de 10 semanas se evalud el efecto del EAq sobre lipidos plasmaticos en el suero de
los animales, incluyendo triglicéridos y colesterol total. Los valores de colesterol total en suero no presentaron
diferencias significativas entre las distintas condiciones experimentales. Al comparar el grupo NE con 70,8
mg/dL en relacion con el control (N) con un colesterol total de 81,2 mg/dL, lo que solo representa un aumento
de 13 % entre ambas condiciones, no siendo significativo. No obstante, el grupo G presento niveles de colesterol
total 30% mayor que los grupos con dieta normal, situacion que se replica en el grupo GE. Con ello, se observa
una tendencia en la que la dieta alta en grasa produce aumento de colesterol total en relacion con la dieta normal
(Figura 7A). Respecto a los niveles de triglicéridos, contrariamente a lo esperado se observd una tendencia a
menores niveles de triglicéridos en animales sometidos a dieta alta en grasa en relacion con animales con dieta
normal. Por otro lado, el EAq indujo una reduccion de los triglicéridos en animales tratados con dieta alta en
grasa, pero no tuvo variaciones en animales alimentados con dieta normal. En conjunto, en los resultados de

lipidos plasmaticos no se observan variaciones consistentes con una proteccion del extracto frente a los niveles

de lipidos plasmaticos.
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Figura 7. Niveles de lipidos en suero por condicion experimental. (A) Niveles de colesterol total en suero
promedio por condicion experimental. Sin diferencias significativas, seglin analisis estadistico ANOVA; (B)
Niveles de triglicéridos totales en suero promedio por condicion experimental. * Diferencia significativa entre
Ny GE (p<0,01), segun analisis estadistico ANOVA. N: Dieta normal sin extracto; NE: Dieta normal con
extracto. G: Diera alta en grasa sin extracto; GE: Dieta alta en grasa con extracto.
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5.2.5 Efecto del extracto sobre metabolismo glucidico.

Para evaluar la accion de EAq sobre el metabolismo glucidico, se llevé a cabo la medicion de glicemia en ayuno
con una frecuencia quincenal a partir de sangre de la cola de los animales. Desde esta perspectiva, no se
encontraron diferencias significativas entra las condiciones experimentales, incluyendo la comparacion entre la
glicemia obtenida de entre la semana inicial y la final. En cualquier caso, al comparar los grupos N y NE, existe
una reduccion del nivel glicémico en la ultima semana de experimentacion en 30% y 10% respectivamente. Lo
anterior fue contrario a lo ocurrido en los grupos alimentados con dieta alta en grasa, los cuales aumentaron su
niveles de glicemia entre 36% y 60% observandose una diferencia significativa en el grupo G (p<0,01), lo que
se contrapone a lo sucedido con el grupo GE que obtuvo niveles de glicemia con un peak mas bajo de glicemia
que el antes mencionado (figura 8A). Para evaluar en mayor profundidad los posibles efectos del EAq sobre el
metabolismo glucidico, se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa en los ratones habiendo completado 8
semanas de su respectivo tratamiento. Para esta prueba, una sobrecarga de 30 mg de glucosa fue inyectada en
un volumen de 0,1 mL de suero fisiologico via intraperitoneal para luego determinar la glicemia en sangre de
la cola cada 30 minutos durante 2 horas. La prueba de tolerancia a la glucosa en ratones alimentados con dieta
normal mostraron glicemias basales menores a 100 mg/dL y elevaciones pequefias a tiempos mayores con peaks
menores a 150 mg/dL. Por el contrario, para los animales alimentados con dietas altas en grasa, la glicemia
basal se elevd a 150 mg/dL y en las glicemias postcarga alcanzé un peak de 440 mg/dL en ratones con EAq
(GS) y 540 mg/dL en ratones sin EAq (G). Se calcul6 el area bajo la curva para cada prueba de tolerancia, como
una medida de integral de la respuesta glicémica a la sobrecarga de glucosa. En los grupos G y GS se observaron
mayores valores de area bajo la curva en comparacion al control con dieta normal (N), indicando que la dieta
alta en grasa altera los mecanismos hipoglicemiantes normales relacionados con la respuesta a la insulina. Sin
embargo, el tratamiento con EAq no indujo variaciones significativas en el area bajo la curva en los ratones
alimentados con dieta normal ni en los alimentados con dieta alta en grasa. En conjunto, los resultados sugieren
que en las nuestras condiciones experimentales, el extracto acuoso de D. antarctica no logra proteger a los
animales de las alteraciones en el metabolismo glucidico, inducidas por la dieta alta en grasas en un modelo in

Vivo.
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Figura 8. Indicadores de metabolismo glucidico por condicion experimental. (A)Variacion de niveles de
glicemia al inicio y término de la experimentacion. * Diferencia significativa entre N y G al finalizar la
experimentacion (p<0,01), seglin analisis estadistico ANOVA. (') glicemia inicial; (f) glicemia final; (B) Curva
de tolerancia a la glucosa intraperitoneal por condicién experimental. * Diferencia significativa entre N y G
(p<0,01). * Diferencia significativa entre N y GE (p<0,01), segtin andlisis estadistico ANOVA; (C) Valores de
Area Bajo la Curva (ABC) por condicién experimental. Sin diferencias significativas, seglin anélisis estadistico
ANOVA. N: Dieta normal sin extracto; NE: Dieta normal con extracto. G: Diera alta en grasa sin extracto; GE:
Dieta alta en grasa con extracto.
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5.2.6 Efecto de extracto sobre TBARS en suero

La determinacidn de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), permiten evidenciar la peroxidacion
lipidica, con la presencia de malonaldehido (MDA), un producto secundario de la peroxidacidn lipidica. De
acuerdo con los resultados, la concentracién de MDA se mantuvo constante en las 4 condiciones experimentales
con valores de 10 y 11 nmoles/mg de tejido, lo que implica que no hubo una diferencia en la presencia de este
producto de la peroxidacion lipidica en ausencia o presencia del extracto de D. antarctica, lo que permite

concluir que este extracto no posee la capacidad de reducir la peroxidacion lipidica en suero.
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Figura 9. Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) en suero por condicién
experimental. Sin diferencias significativas entre grupos, segin analisis estadistico ANOVA. N: Dieta normal
sin extracto; NE: Dieta normal con extracto. G: Diera alta en grasa sin extracto; GE: Dieta alta en grasa con
extracto.
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5.3 Efecto agudo de infusion de Durvillaea antarctica sobre metabolismo de

carbohidratos complejos.

La evidencia in vitro ha mostrado que compuestos solubles extraidos de D. antarctica, presumiblemente
florotaninos, inhiben a la o-amilasa purificada. Para estudiar si estos compuestos pueden interferir con la
digestion y absorcion de carbohidratos complejos en humanos, realizamos un estudio randomizado cruzado
(randomized controlled crossover trial) en 14 personas. Para ello se prepar6 una infusion de cochayuyo a partir
de cochayuyo seco y pulverizado mecanicamente, sin ser sometido a procesos de ultrasonicacion ni otras formas
de extraccion, con el fin de asegurar la mayor inocuidad para el consumo humano gracias a su minimo grado
de procesamiento. En el primer dia del estudio, los participantes consumieron 100 mL de la infusion de
cochayuyo e inmediatamente después, 100 g de pan blanco. Posteriormente, se realizaron mediciones de
glicemia con glucometro cada 15 minutos hasta completar 45 minutos de seguimiento luego de ingerido el pan.
Cada participante repitié el procedimiento al dia siguiente en las mismas condiciones, pero reemplazando el

consumo de la infusién de cochayuyo por 100 mL de agua de la llave (Figura 10)

Reclutamiento de participantes
(n=14; 10 mujeres y 4 hombres)

Estudio Randomizado Cruzado
(Randomized controlled crossover trial)

Firma de consentimiento informado

Obtencion de antecedentes personales y
parametros antropometricos

Dia 1 Dia 2
Glicemia capilar post ayuno
nocturno de 12 horas (tiempo 0)

Glicemia capilar post ayuno
nocturno de 12 horas (tiempo 0)

Obtenida con glucémetro

‘Obtenida con glucometro
mediante puncién capilar

Ingesta pan blanco (100 gramos
crudo; 45 g de carbohidratos
disponibles)

Pan precocido comercial

Ingesta de 100 ml de agua
corriente

Glicemia capilar postprandial (15,
30 y 45 minutos)

Obtenida con glucémetro
mediante puncién capilar

mediante puncion capilar

Ingesta pan blanco (100 gramos
crudo; 45 g de carbohidratos
disponibles)

Pan precocido comercial

Ingesta de 100 ml de infusion de

D. antarctica
Bolsa de infusion diluida cn 100 ml de agua
corriente, por 12 horas

Andlisis de datos
obtenidos

Glicemia capilar postprandial (15,
30 y 45 minutos)

Obtenida con glueémetro
mediante puncion capilar

Figura 10. Procedimiento de estudio randomizado cruzado
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Tabla 4. Caracteristicas generales de los participantes

TOTAL

Parametro M (N=10) H (N=4) (N=14)
Edad (afios) 44,1+ 14,6 45,3+ 20,0 444+ 155
Estatura (mt) 156,4 £4,8 168,3+5,9 1598+ 74
Peso corporal (kg) 73,6 + 16,3 789+78 751+ 14,3
Masa grasa (kg) 28,2+ 11,3 22,2+6,2 26,5+ 10,2
Grasa corporal (%) 37,078 27,8+5.2 34,482
Perimetro de cintura (cm) |95,3+ 15,9 88,7+22,0 96,8+ 144
IMC (kg/mt2) 302+72 279+25 29,6 6,2
Edad metabdlica (afios) 451+21,8 453+6,4 452 +18,8
TMB (kcal) 1431,7 +234,3 |1693,7 £ 92,5 | 1497,2 £ 235,6
Glicemia basal (mg/dI) 107,1+18)9 99,5+ 8,6 104,9 + 16,6

Se presenta el promedio y desviacion estandar para cada parametro para el total de los participantes, de las
mujeres (M) y los hombres (H). N corresponde al nimero de participantes.

Los 14 participantes seleccionados fueron individuos adultos sin diagnoéstico de hipertiroidismo ni enfermedad
renal, incluyendo a personas sanas o personas con diagnodstico de enfermedades metabdlicas en control médico
en cualquier estado nutricional (normal, sobrepeso u obeso). Diez de los participantes fueron mujeres y 5
hombres, siendo el rango de edad de 29 a 68 afios, con un promedio de edad de 44 afios. El grupo de mujeres
present6 valores mas elevados que los hombres en los parametros de adiposidad, incluyendo mayor IMC (30,2
kg/m? v/s 27,9 kg/m?), mayor perimetro de cintura (95,3 cm v/s 88,7 cm) y mayor porcentaje de grasa corporal
(28,2 % v/s 22,2 % - determinado a través de bioimpedanciometria). En total, los participantes presentaron un
promedio de IMC de 29,6 kg/m?, siendo su estado nutricional mayoritario de sobrepeso aproximandose a
obesidad. En cuanto a parametros metabdlicos, la glicemia en ayunas determinada mediante de glucdmetro
arrojo un valor promedio de 104,9 mg/dL, una mayor tasa metabdlica en hombres que en mujeres y una edad

metabdlica global de 45 afios acorde con el promedio de edad biologica de 44 afos.

En la figura 10A-C se presentan tres ejemplos de curvas de respuesta glicémica al pan comparando la respuesta
control (curva verde) respecto a la respuesta luego del tratamiento con infusiéon de cochayuyo (curva azul) en
el mismo individuo en dos dias consecutivos. En el participante A, se muestra que la infusion de cochayuyo
disminuy6 2,26 veces el area bajo curva (ABC) respecto al control; siendo esta la mayor disminucion registrada
entre todos los participantes. En B, se muestra un participante que no muestra incrementos de glicémica

apreciables en respuesta al consumo de pan (ABC = 0 mg x dL x min), tanto en la intervencion control como
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en presencia de infusién de cochayuyo, de manera que el tratamiento no produjo variaciones apreciables. Por
el contrario en C, el tratamiento con infusion de cochayuyo produjo una reduccion del area bajo la curva de
2,11 veces bajo el control. El resto de los participantes obtuvieron curvas de respuesta glicémica cuya area bajo
la curva en presencia de infusion y control se muestran en la figura 10D. Si bien, el tratamiento con infusion de
cochayuyo produjo un efecto heterogéneo en la respuesta glicémica postprandial al pan, se observo que el efecto
mayoritario fue inducir una disminucion en la respuesta glicémica. Particularmente, se observa que en 5 la
infusion provocd un aumento de la respuesta glicémica, mientras que en los 9 restantes hubo una disminucion
de la respuesta glicémica en presencia de la infusion. En promedio, se observé que el tratamiento de infusion
de cochayuyo generd una respuesta glicémica de 784,8 mg x dL x min (SD = 600,5); mientras que el promedio
de la condicion control fue de 993,2 mg x dL x min (SD = 500,5) (figura 10E). Por lo tanto, la infusion de

cochayuyo logro reducir en un 20 % la respuesta glicémica postprandial a carbohidratos complejos.
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Figura 11. Efecto agudo de infusion de cochayuyo sobre metabolismo de carbohidratos complejos. A, B
y C corresponden a respuestas glicémicas a 100 g de pan blanco previo al consumo de 100 mL de agua (control-
curva verde) o 100 mL de infusion de cochayuyo (curva azul) en tres individuos seleccionados. En D se grafica
el area bajo la curva (ABC) de las respuestas glicémicas al pan previa a la ingestion de agua (control) o infusion
de cochayuyo. Las ABC de cada participantes se muestran en un color particular con linea que une la condicién
control respecto al cochayuyo. En E presentan las ABC de los participantes en grafico de boxplot, indicando la
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promedio con “x” y mediana con linea horizontal.
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6. Discusion

6.1 Efecto del extracto acuoso de Durvillaea antarctica en modelo celular de

preadipocito.

Las algas marinas son una fuente importante de nutrientes como proteinas, acidos grasos esenciales como EPA
y DHA, fibra dietética y compuestos bioactivos como ficobiliproteinas, fucoxantina, fucoidanos y florotaninos,
los cuales han reportado actividades antiinflamatorias, antidiabéticas, antihipertensivas, inmunomoduladoras y
antioxidantes. Particularmente, florotaninos aislados de algas pardas como el dieckol, reportan en ensayos in
vitro € in vivo actividades beneficiosas para la salud como disminucién de peso corporal, reduccion de glicemia,
colesterol y menor actividad de proteinas que desencadenan la adipogénesis. Sin embargo, este tipo de extracto
no esta disponible en Chile, pues se extrac de algas como Ecklonia spp. endémicas de costas japonesas y
coreanas. Por lo tanto, es posible suponer que este tipo de florotaninos pueden presentarse en otras especies de

esta misma taxonomia, como es el caso de Durvillaea antarctica.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el extracto acuoso de D. antarctica (EAq) utilizado no presenta
citotoxicidad para células del tipo 3T3-L1 de preadipocitos de ratdn, la que ha sido estudiado mediante el ensayo
de viabilidad celular con azul tripan, y en la cual, a concentraciones de 10, 20 y 40 mg/mL de extracto, la
viabilidad alcanzo el 106%, descartando citotoxicidad sobre células adiposas. De la misma manera, el estudio
de Pacheco et al, 2020, utiliz6 extractos de D. antarctica obtenidos con acetona y otro con etanol, y se demostro
que en la linea celular HT-29 de adenocarcinoma humano no presentaba toxicidad a concentraciones crecientes,
y con 24 y 48 horas de incubacion(Pacheco ef al, 2020). De igual modo este tipo de ensayos se replica en
estudios realizados en extractos de otros tipos de algas como los de florotaninos aislados de Ecklonia cava,
como el dieckol, que, en el estudio de Choi ef al.,2015 se sometié al mismo ensayo de viabilidad celular,
resultando seguro para su utilizacion en células 3T3-L1(Choi ef al, 2015). En resumen, el extracto de esta tesis
y los estudiados en literatura, no presentan efectos toxicos agudos es ensayos in vitro, lo cual es una evidencia

importante previo al uso del extracto en seres vivos.

Con respecto a la accion del extracto EAq sobre la proliferacion de células 3T3-L1, se estudid en cultivos
preconfluentes a concentraciones crecientes de extracto mas un control sin tratamiento, el cual se considerd con
proliferacion 100%. Mediante ensayo de exclusion azul de tripan se determiné la cantidad de células viables
tras el tratamiento, y se obtuvo como resultado una menor proliferacion de estas células preadipociticas en
presencia de concentraciones de extracto, a saber: 0,2, 6 y 20 mg/ml, los cuales redujeron la proliferacion en
19, 54 y 60% de los preadipocitos, reduciendo la cantidad total de adipocitos en el cultivo. En el caso de otros
estudios, como el de Choi et al, 2015, se realizé un ensayo con azul de tripan, con el fin de determinar el
porcentaje de proliferacion celular de los adipocitos ya diferenciados en presencia y ausencia de dieckol, y se
evidenci6 un incremento en la proliferacion en aquellos no tratados, y una inhibicion de la misma en presencia
de extractos purificados que fue aumentando en la medida que aumentaba la cantidad de extracto, lo cual

suprimi6 el incremento de las células en 80% aproximadamente en concentraciones de 50 uM y 100 uM de
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dieckol. Al contrastar ambos resultados, se desprende que los extractos de algas Pheaophytas, pueden retrasar
la proliferacion celular no solo de preadipocitos sino que también después de la diferenciacion, lo cual permite
contrarrestar la hiperplasia del tejido adiposo. Este efecto podria tener repercusiones metabolicas negativas ya
que disminuye la disponibilidad de adipocitos para almacenamiento de energia, lo cual podria favorecer la
acumulacion ectopica de lipidos en tejido muscular o hepatico, en presencia de una dieta hipercalorica y rica en
grasas. Se ha demostrado que lo anterior se asocia a resistencia a la insulina, propiciando la aparicién de

enfermedades metabolicas.

La cuantificacion de polifenoles totales realizado en el EAq previo a su utilizacion en la presente investigacion,
resultd en un contenido total de fenoles de 9.8 £ 0.4 mg/g de 4cido gélico en 100 gramos peso seco, valor que
es superior al presentado en algas propiamente tales como Ulva lactuca que contiene 2.86 £+ 0.04 mg/ g de &cido
galico en 100 gramos peso seco, y contiene el doble que el alga parda Undaria pinnatifida (wakame) comun de
las costas coreanas(Pefialver ez al, 2020). De igual manera, al comparar nuestro extracto con extractos etandlicos
y acetonicos de D. antarctica, se obtienen 7,4 mg/ g acido galico en peso seco para el primero y 6.7 mg/g de
acido galico para el segundo, lo que indica que nuestro EAq sigue teniendo mas polifenoles a pesar del acuoso
utilizado para la extraccion.(Pacheco et al, 2020). Dado que los extractos acetonicos revisten mayor peligro
para su uso en seres humanos ya que pueden arrastrar trazas de acetona, nuestro EAq empleado en nuestro
estudio presenta buen potencial para uso en humanos por su naturaleza acuosa y alta concentracion de
polifenoles totales. En especial, si se considera la presencia de florotaninos dentro de esos polifenoles, que en
algas pardas como Ascophyllum nodosum, que tienen una concentracion de 20 a 250 mg de florotaninos por
gramo de peso seco y cuya cantidad de polifenoles rodeaba el 14% en 100 gramos de peso seco (Penalver et al,
2020). Esto permite suponer que algas como D. antarctica, pueden contener una cantidad no despreciable de
florotaninos, incluido el extracto utilizado en esta investigacion, lo que da como resultado actividades bioldgicas
tales como antitumorales, antiproliferativas y antioxidantes, documentadas en otras especies de algas de la

misma taxonomia.

La actividad antioxidante sobre células 3T3-L1 fue evaluada en un ensayo de estrés oxidativo inducido por
peroxido de hidrogeno (H20:), el cual es una especie reactiva del oxigeno (ROS) que se genera
intracelularmente por procesos celulares, y que es capaz de atravesar membranas celulares, pudiendo inducir
estrés oxidativo y desencadenando muerte celular(Kang er al, 2012). Esta molécula altamente reactiva, se
empleo en la investigacion a una concentracion de 0,1 mM la cual fue suficiente para reducir a 30% la viabilidad
celular. Conjuntamente, se tratod las células con concentraciones crecientes de EAq y se realizé un ensayo de
viabilidad celular para estudiar el efecto protector de EAq sobre las células con estrés oxidativo. Los datos
obtenidos indican que el EAq a 20 mg/ml, aument6 la viabilidad en mas de 50%, mostrando una tendencia clara
de proteccion al estrés oxidativo, lo cual puede deberse a multiples factores y componentes del extracto,
enfatizando en la posible concentracion de florotaninos presentes en el. Coincidentemente, un estudio realizado
por Kang et al., 2004, evaltio la actividad inhibitoria de extractos de distintas especies de algas, incluyendo
Ecklonia stolonifera, en homogenizados de rifion de ratas wistar, utilizando el indicador diacetato de 2°,7°-

diclorodihidrofluoroceina (DCFDA). Los resultados obtenidos en este estudio, demostraron inhibiciéon de ROS
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por parte de tres algas especificas: Ulva pertusa (Chlorophyta), con mas del 80% de inhibicion, seguida de
Symphyocladia latiusca (Rodhophyta) que inhibid en alrededor de 50% la formacion de ROS y por tultimo,
Ecklonia stolonifera (Pheaohyta), que presentd una inhibicion de 45% aproximadamente de la generacion de
ROS. De manera simultanea, se evaliio la capacidad “secuestradora” de ROS totales, por parte de florotaninos
aislados de extracto metandlico de Ecklonia stolonifera, incluyendo cinco florotaninos aislados (floroglucinol,
eckstonol, eckol, florofucofuroeckol A y dieckol), donde aquellos que mostraron una capacidad de secuestrar
ROS similar al control positivo Trolox (IC50= 5,70 uM), fueron eckol y florofucofuroeckol A, con un IC50 de
4,04 uM y 3,80 uM, respectivamente (Kang ef al, 2004). Otra investigacion realizada en algas pardas, dentro
de las cuales se encuentra Ecklonia cava, demostrd potencial antioxidante de extractos obtenidos de proteasas
y enzimas degradadoras de carbohidratos, el cual tuvo mayor capacidad de secuestrar perdxido de hidrégeno
de manera in vitro, con valores que alcanzaban el 60 a 90% de la inhibicion, lo que superaba a antioxidantes
comerciales como a-tocoferol, BHA y BHT que no superaban el 70% de inhibicion (Heo et al, 2005). Por lo
anterior, se puede indicar que la capacidad de disminucion de la actividad de H»O,., evidenciada tras la
utilizacion de EAq, esta directamente relacionada con su contenido de polifenoles, y al mismo tiempo, de
florotaninos, ya que los estudios descritos previamente, reportan que las algas marrones son recursos ricos en
antioxidantes de este tipo. Una investigacion reciente, publicada en 2022 por Shih, ef al., estudi6 el potencial
antioxidante de extractos enzimaticos de Durvillaea antarctica, identificados como Dur-A, Dur-B y Dur-C.
Dentro de estos extractos, se aprecio un contenido importante de polisacaridos sulfatados de fucosa (fucanos o
fucoidanos), a los cuales se les atribuye la actividad antioxidante presente en los extractos. Por esta razon, se
llevaron a cabo ensayos con radical DPPH, cation radical ABTS y actividad quelante de ion ferroso. Para la
actividad secuestradora de DPPH, todos presentaron actividad inhibitoria de manera dosis dependiente, pero
Dur-B fue el que presenté mayor actividad con un IC50 de 3,78 mg/ml, seguido de Dur-A (IC50= 5,60) y
finalmente, Dur-C (IC50= 7,52). La situaciéon cambia, al analizar la capacidad secuestradora de cation radical
ABTS, en la que Dur-A es destacado por tener mayor eficacia que los demas extractos (IC50=0,36), aunque no
existe una diferencia significativa entre este y Dur-B, y finalmente, en la actividad quelante de ion ferroso,
vuelve a destacar Dur-B (IC50=1,55 mg/ml). Por este motivo, se sefiala a este extracto como el de mayor
actividad antioxidante, pero sin dejar de concluir que todos ellos la tienen solo que en menor cantidad. Esta
informacion es relevante en la presente investigacion, dado que entregan nuevos antecedentes de la composicion
quimica de Durvillaea antarctica y la actividad antioxidantes de estos compuestos especificos. Por lo tanto, es
posible que la presencia de fucoidanos esté asociada a las actividades antioxidante que demostrd nuestro
extracto frente a estrés oxidativo inducido por H>O,.. A pesar de que nuestro EAq y los extractos Dur-A, Dur-
B y Dur-C son obtenidos de la misma especie de alga, se debe tener en cuenta que la composicion quimica y
nutricional de las algas varia frente diversos escenarios ambientales, y que los distintos protocolos de extraccion

generaran extractos con diferente contenido y abundancia de compuestos bioactivos.(Shih et al, 2022).
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6.2 Efectos del extracto acuoso de Durvillaea antarctica en ratones BALB/c adultos

De igual modo, esta investigacion busco relacionar la administracion de EAq en ratones BALB/c via sonda
orogastrica, con actividades como control de peso corporal, mantencion de niveles de glicemia, y lipidos en
suero, ademads de actividad antioxidante. En primera instancia, se realiz6 una medicion de peso corporal dos
veces a la semana, la cual permitié extraer valores de peso corporal semanal por condicion experimental, a
saber: N (dieta normal sin extracto), NE (dieta normal con extracto), G (dieta alta en grasa sin extracto) y GE
(dieta alta en grasa con extracto). Los resultados obtenidos documentan un aumento de peso sostenido a través
de las 10 semanas de tratamiento, siendo mas notorio el aumento de los grupos con dicta alta en grasa,
produciéndose una diferencia significativa entre NE y GE, lo que indica que el EAq no fue suficientemente
efectivo para revertir el aumento de peso corporal asociado a la dieta alta en grasa. Ahora bien, al comparar el
grupo NE con su control (N), presenté menor ganancia ponderal, lo que implica que EAq tiene un efecto sobre
aquellos grupos con dieta normal pero no en los alimentados con dieta alta en grasa. Lo anterior, podria
relacionarse con que la cantidad de extracto administrada no fue suficiente para revertir la accion de una dieta
alta en grasa, pero si una de menor contenido graso (dieta normal). Al contrastar estos resultados, con el estudio
de Choi et al, 2015., se puede evidenciar que en este ultimo, al suplementar a los animales con extracto de
florotanino aislado diariamente, se produjo una reduccion de peso corporal final de 35% con respecto al control,
con una dosis de 60 mg/kg de peso corporal/ dia, y la ganancia de peso fue de 38% en 10 semanas de tratamiento,
mientras que el control sin tratamiento tuvo un aumento de peso de casi el doble del peso inicial. Estos resultados
difieren de los obtenidos en la presente investigacion, pues en este caso el incremento de peso fue mayor en
aquellos grupos con dieta alta en grasa con un incremento promedio de 7% en el grupo tratado con EAq, lo que
indica que el extracto en si mismo no implicé una reduccion de peso corporal o proteccion frente al aumento
de peso asociado a una dieta con altas cantidades de grasa. Aun cuando se entregd una cantidad superior de
EAq por dosis (66,6 mg/kg de peso), esta administracion no era diaria como en la investigacion de Choi ef al.,
2015, el cual incluy¢ el florotanino purificado en el alimento. A causa de estas diferencias, también sorprende
que los animales utilizados en la investigacion de Choi et al, tuvieran un peso final de 60 gramos mientras que
en la presente solo alcanzaron un peso promedio de 30 gramos, lo cual puede estar asociado a la cepa de ratoén
utilizado. En este sentido los ratones BALB/c no se caracterizan por sufrir un gran aumento ponderal en

respuesta a dieta alta en grasa, pero si por el incremento del tejido adiposo blanco.

En nuestro estudio, se control la ingesta de alimento de los animales tres veces por semana obteniéndose la
ingesta de alimento promedio con respecto a cada grupo experimental. Con estos datos, se evidencié que los
animales con dieta alta en grasa (G y GE) tuvieron un consumo de alimento inferior que los con dieta normal
(N y NE), con una diferencia marcada entre los grupos tratados con EAq, donde NE tuvo un consumo total
promedio de 180 g (aproximadamente) y GE de alrededor de 150 gramos. Aunque estos, valores son el consumo
total durante las 10 semanas de experimentacion, adicionalmente se puede considerar la cantidad de alimento
consumida diariamente por animal de acuerdo con su condicidén experimental. Esta fue diferente considerando

el tipo de alimento ingerido, de esta manera, aquellos alimentados con dieta normal (N y NE) consumieron
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entre 5.1 y 5.3 gramos por dia, mientras que los alimentados con dieta alta en grasa (G y GE) consumieron 3.2
y 3.3 gramos por dia, valores que al ser comparados son alrededor de un 40% menores que los con dieta normal.
Al realizar la comparacion con los animales de experimentacion de Choi et al., 2015, estos consumieron una
mayor cantidad de alimento (6 gramos, aproximadamente) en todos los grupos experimentales, incluyendo el
grupo control con dieta normal y los grupos con dieta alta en grasa, por lo que la presencia o ausencia de
tratamiento con dieckol, no implicé un menor consumo de alimento, al igual que en nuestro estudio. De igual
manera, se analiz6 la eficiencia alimentaria, que corresponde al ratio entre peso corporal total/ ingesta total de
energia, y se define como la capacidad de los alimentos de producir un aumento de peso en los animales. Este
valor es superior en los grupos G y GE, lo cual es esperable pues se trata de alimento alto en grasa que tendra
una capacidad superior para propiciar el aumento de peso, y conjuntamente, en el estudio de Choi, los animales
con dieta alta en grasa sin tratamiento de extracto tuvieron la mayor eficiencia alimentaria. Contrariamente, el
grupo tratado con dieta alta en grasa y 60 mg/kg de peso/dia de dieckol tuvo un 45% menos de eficiencia
alimentaria que aquel alimentado solo con dieta alta en grasa. Pero, al compararlo con nuestro estudio, no se
reflejo una disminucién de este parametro asociado a la administracion de EAq, lo cual evidencia que al ser un
extracto no purificado, probablemente la cantidad de florotaninos existentes no sea suficiente para disminuir la

eficiencia alimentaria y en suma, las dosis administradas fueron insuficientes para producir efectos.

Ahora bien, con respecto a los depdsitos de tejido adiposo, se extrajo el tejido adiposo epididimal completo de
los ratones investigados, el cual fue pesado al momento de su extraccion, y a partir de las cifras obtenidas se
obtuvo el peso promedio del tejido epididimal por condicion experimental. La data obtenida, indica que los
grupos G y GE, tuvieron un mayor peso de este tejido con valores de 0,94 y 0,98 gramos, respectivamente,
cifras que representan el doble del peso del grupo control, no existiendo diferencias entre los grupos tratados y
no tratados con EAq. Esto concuerda con la investigacion de Kang et al., 2013, en que se utilizo un extracto de
la microalga diatomea Phaeodactylum tricurnutum, que se reporta como una buena fuente del carotenoide
fucoxantina, el cual ha demostrado tener actividades antioxidantes y antiobesogénicas. Por esta razon, el estudio
busco investigar la accion protectora de un extracto de esta microalga, frente a una dieta alta en grasa en ratones
C57BL/J6 de 4 semanas de edad. Con una dosis de 0,7% de extracto administrada en el pellet alto en grasa
consumido ad libitum por § semanas, y se contd con otros dos grupos experimentales, uno con dieta normal sin
extracto, y otro con dieta alta en grasa sin extracto. Dentro de los parametros evaluados, al igual que en nuestro
estudio, se midi6 peso corporal total, ingesta de alimento, eficiencia alimentaria y peso de tejido adiposo
epididimal. Dentro de los resultados mas relevantes, se evidencia que el peso corporal total y peso de tejido
epididimal fue mayor en los animales alimentados con dieta alta en grasa sin extracto, lo que se replica la
presente investigacion. En cuanto al consumo de alimentos, este no se vio diferenciado entre los 3 grupos
experimentales, lo que estd en discrepancia con lo obtenido en nuestro estudio, en que los animales con dieta
alta en grasa ingirieron una menor cantidad de alimento, valores que bordearon los 3 gramos por dia y que son
similares a los obtenidos en la investigacion de Kang. En cuanto a la eficiencia alimentaria, fue elevada en los
grupos con dieta alta en grasa e inferior en el grupo con dieta normal, que es lo mismo ocurrido en nuestra

experimentacion. Contrariamente, el tratamiento con extracto de esta microalga, tuvo un efecto protector frente
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al aumento de peso en presencia de una dieta alta en grasa y una menor acumulacion de tejido adiposo
epididimal, algo que no se vio reflejado con EAq. Kang et al., atribuye estas bioactividades a la presencia de
fucoxantina, el cual es un carotenoide que estd presente en las algas pardas, sin embargo se desconoce la
cantidad presente en nuestro extracto, y esto podria repercutir en que los resultados no fueran los esperados.
Ademas el estudio de Kang difiere en cuanto a la via y periodicidad de administracion de extracto respecto a

nuestro estudio.

Asi mismo, se examind los niveles de colesterol total y triglicéridos en suero de los ratones BALB/c
experimentales. Los valores resultantes indicaron un nivel de colesterol total 30% mayor en el grupo GE con
relacion a el grupo N y NE. A pesar de esto, no existié una diferencia significativa entre ellos, y tampoco se
observo una reduccion de colesterol total en aquellos grupos tratados con EAq (NE y GE). Siguiendo esta linea,
la investigacion de Kang et al., 2013, present6 niveles mayores en colesterol total, pero al igual que en nuestro
estudio, no hubo diferencias significativas entre grupos, por tanto se desprende que al suministrar el extracto de
la microalga Phaeodactylum tricurnutum no hubo una prevencion del aumento de los niveles de colesterol total
en presencia de una dieta alta en grasa. En discordancia con estos resultados, en la investigacion de Choi ef al.,
20135, si se present6 una reduccion del colesterol total en presencia de dieckol en 60 mg/kg de peso dia la cual
fue significativa con respecto al control de dieta alta en grasa sin extracto, presentandose como protector frente
al incremento de los lipidos en suero. Lo cual indicaria, que el dieckol, pero no la fucoxantina, podria estar
asociado a un rol hipocolesterolemiante. Sin embargo, el extracto de esta investigacion (EAq) no posee la

efectividad suficiente para producir un cambio en los niveles de colesterol en frente a una dieta alta en grasa.

Con respecto a los triglicéridos en suero cuantificados en nuestros animales de experimentacion, se vieron
niveles menores en los animales con dieta alta en grasa, los cuales fueron significativamente menores (p<0,01)
en relacion a los con dieta normal. En el caso de ambas investigaciones, tanto la de Kang como la de Choi, se
presentd una disminucion de los triglicéridos en presencia de tratamiento con extractos de algas, lo que es
similar a lo obtenido por nuestro estudio, y permite asociar estos extractos con una proteccion al aumento de

triglicéridos desmedido, en presencia de una dieta alta en grasa.

En otras investigaciones, se ha evaluado la accion de extractos de algas pardas sobre el metabolismo glucidico
en ensayos in vitro e in vivo. De manera particular, se ha establecido un mayor interés en los florotaninos, y su
capacidad de disminuir los niveles de glicemia postprandial. Esta actividad bioldgica se desencadena por la
inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa, enzimas claves en la absorcion del almidon, que representan un blanco
terapéutico para promover el control de el signo caracteristico de la diabetes: la hiperglicemia. Por ello, y
considerando que EAq se obtuvo de un alga marrén, se midid los niveles de glicemia de los animales de
experimentacion al inicio y término del tratamiento con EAq, en todos los grupos experimentales, esto con la
finalidad de evidenciar una eventual actividad protectora frente a hiperglicemia ocasionada por una dieta alta
en grasa. Los datos mostraron niveles de glicemia menores en los grupos alimentados con una dieta normal, en
presencia y ausencia de extracto, y la variacion entre los niveles de glicemia de la primera y la décima semana

no fueron significativas. Contrariamente, el incremento de los niveles de glicemia a la décima semana de
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tratamiento en los grupos alimentados con dieta alta en grasa fue significativo, de manera explicita en el grupo
G, donde se produjo un aumento de 60% del nivel de glicemia con respecto a la glicemia inicial. Si bien, en el
grupo GE se produjo un incremento en los niveles de glicemia, al finalizar la experimentacion, esta no fue tan
marcada como la del grupo G, ya que solo representd un 36%, lo cual no fue estadisticamente significativo,
resultado que hace posible asociar un rol protector al incremento de los niveles de glicemia con el tratamiento
de EAq. De manera paralela, se realizo una prueba de tolerancia a la glucosa en los ratones macho BALB/c en
la semana final de la experimentacion, con una carga de glucosa via intraperitoneal, que arrojo las areas bajo la
curva (ABC) por cada condicion experimental. Las ABC de los grupos con dieta alta en grasa (G y GE), fueron
significativamente mas altas que los grupos alimentados con dieta normal, verificando que el consumo de una
dieta alta en grasa, produce hiperglicemia seglin se ha reportado previamente. Al realizar el contraste entre
nuestros resultados y los de Lee e al., 2010, este ultimo analizo los niveles de glicemia postprandial en ratones
ICR macho de 6 semanas con induccion de diabetes con streptozotocina en presencia y ausencia de dieckol
(100 mg/kg de peso) tras una carga oral de almidon soluble. Se aprecid en sus resultados que el incremento de
glicemia postprandial se suprimi6é de manera significativa en aquellos que recibieron el dieckol de forma oral,
antes de la carga de almidon, en comparacion con los ratones diabéticos no tratados. De manera anexa, en los
animales sin diabetes, tratados con extracto de dieckol, se suprimié la hiperglicemia postprandial causada por
el almidon, lo cual difiere de nuestro estudio, ya que en animales sin tratamiento de dieta alta en grasa, no hubo
mayores cambios en la glicemia en presencia o ausencia de EAq. Esto tiene concordancia, con los resultados
obtenidos por Kang et al., 2013, donde indagd el comportamiento de los niveles de glucosa en sangre en
presencia y ausencia de extracto de dieckol (florotanino aislado), con una administracion de este de 10 mg/kg
de peso y 20 mg/kg de peso en ratones C57BL/KsJ-db/db machos de 9 semanas a través de inyeccion
intraperitoneal por 14 dias. Dicho esto, los resultados obtenidos en este estudio indicaron que los grupos tratados
con extracto tuvieron menores niveles de glicemia postprandial en comparacion al control, no mostrando
dependencia a la dosis entregada. En este sentido, nuestra investigacion no obtuvo los resultados esperados de
reduccion de la glicemia postcarga, lo cual puede estar relacionado a multiples condiciones, como es el caso
del tipo de dosis, tipo de extracto, entre otros. En este contexto, los estudios antes mencionados, atribuyen la
capacidad inhibitoria del aumento de glicemia postprandial al florotanino aislado dieckol (disponible en
Ecklonia cava), que adicionalmente, ha sido estudiado de manera in vitro, como inhibidor de las enzimas a-
amilasa y o-glucosidasa, llegando incluso a tener mayor eficacia del inhibidor enzimatico comercial o-
glucosidasa, acarbosa. De igual manera, Moon ef al., 2011, estudio el potencial inhibidor de las algas marrones
Ecklonia stolonifera y Ecklonia bicyclis, las que también tuvieron mayor potencial inhibitorio que la acarbosa.
Por tanto, el mecanismo de reduccion de la hiperglicemia, se relaciona con la capacidad inhibitoria de los
compuestos bioactivos de este tipo de algas. El estudio de Pacheco et al., 2020, ha reportado que los polifenoles
contenidos en diferentes algas de nuestra costa, incluyendo la de nuestro interés (Durvillaea antarctica), tienen
capacidad inhibitoria de las enzimas implicadas en la degradacion y posterior absorcion de los carbohidratos,
mostrandose como una alternativa nutracettica atractiva, debido a la cantidad de efectos secundarios
provenientes de inhibidores comerciales de estas enzimas, como acarbosa. Es asi como los resultados de dicho

estudio, sefialaron una capacidad inhibitoria de a-glucosidasa que casi alcanzaba el 100% en 1000 ug/mL de
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extracto acetonico de Durvillaea antarctica, lo cual es superior a lo demostrado por acarbosa en la misma
concentracion (alrededor de 40% de actividad), y de igual modo, se mostr6 esta alga como inhibidora de o-
amilasa, aunque con una inhibicion al 56% aproximadamente. Esto propone que los extractos utilizados en este
estudio son utilizables para el manejo terapéutico de la hiperglicemia, asociando su capacidad inhibitoria al
control de este signo clave de la patologia diabética. Un segundo estudio, que analizé extractos de esta misma
alga, sefalo la capacidad inhibitoria de estas mismas enzimas de tres tipos diferentes de extractos, alcanzando
alrededor de 60 % para a-glucosidasa por parte de Dur-C'y casi el 70% para a-amilasa por parte de Dur-B, lo
que se atribuye a la presencia de polisacaridos sulfatados (fucoidanos) en estos extractos. A la luz de estas
investigaciones, es oportuno sefialar que la capacidad de control de glicemia postprandial reportada en los
estudios antes mencionadas, pero no evidenciada en nuestra investigacion, no se debe a alga propiamente tal,
sino mas bien a la disponibilidad de los compuestos que son capaces de producir dichas actividades inhibitorias,
y que al probablemente, no se administraron de forma efectiva en nuestro extracto, posiblemente debido a la
periodicidad de la administracion de extracto, a la baja concentracion de compuestos bioactivos alcanzados en

el EAq a diferencia de otras investigaciones que utilizan compuestos purificados.

De manera adicional, el suero obtenido de los animales de experimentacion, fue analizado con parametros de
estrés oxidativo como la determinacioén de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), las que se
relacionan directamente con la existencia de peroxidacion lipidica mediante el metabolito secundario de la
misma, malondialdehido. La data obtenida, no evidencia cambios de concentracion de malonaldehido entre
cada grupo experimental (N, NE, G y GE), por lo que no se puede identificar una proteccion a la peroxidacion
lipidica en suero debido a la presencia de EAq. Esto difiere de otras investigaciones, en que se ha utilizado
extracto de florotaninos, como el dieckol y se ha documentado que, en presencia de dichos extractos, los niveles
de peroxidacion lipidica disminuyen. Desde esta perspectiva, estudios como el de Kang et al., 2015 que se
enfoco en el uso de extractos de la microalga Phaeodactylum tricurnutum, observaron un aumento de los
TBARS en animales alimentados con dieta alta en grasa. Sin embargo, en presencia del extracto de microalga,
se redujo con valores comparables al grupo control (con dieta normal, sin extracto), lo que implica que este
extracto redujo la peroxidacion lipidica asociada al consumo de una dieta alta en grasa. Del mismo modo, el
estudio del afio 2011, evidenci6 la inhibicion de la actividad de peroxidacion lipidica en células HT29 con
induccion de estrés oxidativo con H,O,, por parte de florotaninos aislados como floroglucinol, eckol,
trifloroethol A, eckstolonol y dieckol; siendo este tltimo el con mayor actividad inhibitoria de peroxidacion
lipidica con un 58%, a una concentracion de 50 uM. De forma complementaria, en otro de los estudios
mencionados con anterioridad, se pudo evidenciar una reduccién de los niveles de TBARS con una
suplementacion oral de extracto con 45.99% de polifenoles, dentro de los cuales el 10% correspondia a dieckol.,
lo que finalmente permite asociar a estos florotaninos de las algas como los principales antioxidantes presentes

en las mismas y con mayores actividades biologicas.

En resumen, los resultados obtenidos en nuestra investigacion no han sido concluyentes con respecto a la
presencia de un extracto capaz de controlar de manera especifica alteraciones asociadas al sindrome metabolico

como es el caso de la hiperglicemia, y el aumento de peso sostenido con la exposicion dieta de alto contenido
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graso y caldrico. A pesar de ello, se ha podido evidenciar una actividad antioxidante presente en el extracto de
manera in vitro, y al mismo tiempo, se genera la necesidad de continuar trabajando con este extracto en ensayos
que permitan dilucidar con mayor claridad la funcion antioxidante del mismo en otros tipos celulares, en
repuesta a la data obtenida en otros tipos de algas marrones no presentes en nuestra cosa. Las fortalezas de esta
investigacion se basan principalmente, en la realizacion de ensayos tanto in vifro como in vivo para analisis
citotoxico de un extracto de elaboracion propia de un alga de alto interés nutracetitico como es el caso de
Durvillaea antarctica, y presenta la innovacion, de haber sido utilizado para la suplementacion de animales de
experimentacion, contribuyendo a generar una dosis no dafiina para estos en base al ajuste de dosis realizado
conforme a la literatura existente y a los signos y sintomas presentados por los mismos animales. En este
sentido, no existe otro trabajo de investigacion que cuente con un analisis in vivo de extracto acuoso de un alga
chilena, pues la mayoria de los trabajos, que si bien son nuevos, han sido realizados de una manera in vitro, lo
que permite tener un mayor control sobre la experimentacion, que en un ensayo de tipo in vivo, donde se realiza
el estudio dentro de un organismo vivo completo. Asi mismo, la dosis de extracto fue controlada pues su
administracion se realizé via sonda orogéastrica siempre con la misma cantidad de extracto, lo que difiere de
otras investigaciones, en que se suplementd el alimento con extractos de diferentes tipos de algas,
particularmente de florotaninos aislados, y se hacia de manera ad libitum, aunque se mantenia una concentracion
especifica por 100 gramos de alimento, no era seguro que cada animal experimental recibiera la misma cantidad
de extracto. El tiempo de estudio, fue lo adecuado de acuerdo a lo observado en otros trabajos similares, y fue
razonable, aunque probablemente, una de las debilidades de esta investigacion, fue la periodicidad en que se
administraba EAq, pues no fue suficiente para generar los cambios esperados en los parametros metabdlicos
medidos en la presente investigacion. Por estos motivos, se puede esperar que en futuros ensayos, la
suplementacion con extracto se de forma mas frecuente, tal vez durante toda la semana, como se ha visto en
otros estudios mencionados con anterioridad, para poder identificar si realmente la cantidad de compuestos
bioactivos, particularmente los polifenoles de este extracto, poseen las capacidades mencionadas y estudiadas
para algas como Ecklonia cava, y al mismo tiempo, se pueda generar extractos que tenga aislado este contenido

fenoélico con el fin de comprobar su potencial antidiabético, antiadipogénico y antioxidante.
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6.3 Efecto de infusion de Durvillaea antdrctica sobre respuesta glicémica postprandial a

carbohidratos

A raiz de la evidencia encontrada de manera in vitro, de la accion de extractos de Durvillaea antarctica que
inhiben enzimas degradadoras de carbohidratos complejos, esta investigacion se propuso observar la accion de
una infusion de Durvillaea antarctica de bajo procesamiento sobre la glicemia postprandial de 14 adultos (10
mujeres y 4 hombres) de forma aguda, mediante un ensayo randomizado cruzado (randomized controlled
crossover trial). La seleccion de los participantes y el disefio del estudio se asemeja a otros estudios que se han
realizado para comprobar la accion sobre la glicemia postprandial de otras algas pardas como Undaria
pinnatifida (Wakame y Mekabu), Ascophyllum nodosum y Fucus vesiculosus, las cuales han sido puestas a
prueba a través de diferentes métodos de administracion (comprimidos, alimento completo) a seres humanos.
Para reducir el riesgo de efectos adversos en personas, nuestro ensayo administrd una infusion de D. antarctica
de bajo procesamiento solo sometida a molienda, sin extraccion de sus componentes, la que fue preparada,
sumergiendo una bolsa porosa (que contenia el alga molida) en un recipiente con 100 mL de agua corriente con
12 horas de reposo, y fue probada en todos los participantes de la investigacion. En otras investigaciones, como
la de Paradis et al., 2011, se utilizé un extracto comercial en comprimidos, que es una mezcla de las algas A.
nodosum y F. vesiculosus (250 mg, con 10% de polifenoles). Por su parte, en la investigacion de Tanemura et
al.,2014., los participantes consumieron 70 gramos de U. pinnatifida (Wakame) o esporas de esta (Mekabu),
como acompafiamiento de un desayuno tradicional japonés que consiste en 200 gramos de arroz blanco, 50
gramos de porotos de soya cocidos, 60 gramos de papas y 40 gramos de brocoli, mientras que en el ensayo de
Yoshinaga & Mitamura, 2019., utiliz6 4 gramos de wakame como alimento en compaifiia de 200 gramos de
arroz. El estudio de Murray ef al. 2018, en tanto, utilizé un extracto de polifenoles obtenido de F. vesiculosus.
Los estudios antes mencionados, y el nuestro, tienen en comun identificar si las algas pardas son capaces de
revertir el aumento de la glicemia postprandial tras una carga de carbohidratos (45 a 50 gramos de carbohidratos
disponibles), a pesar de ser aplicados de formas distintas y con diferentes duraciones. Al igual que en el estudio
de Murray, nuestro estudio evalué con una dosis tinica de infusiéon su efecto agudo sobre el aumento de la
glicemia postprandial tras una carga de carbohidratos (45 gramos de carbohidratos disponibles), sin embargo
se debe mencionar que este tltimo evalud una dosis tinica de extracto de polifenoles, en forma de comprimidos
y con 3 grupos experimentales (placebo, dosis baja y dosis alta de polifenoles), con una caracterizacion
nutricional completa del extracto, mientras que la composicién nutricional de nuestra infusiéon no fue

caracterizada.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion indican que no hay diferencias significativas entre los
valores de glicemia en ayunas entre los participantes, que en promedio fue de 104,9 mg/dL (post ayuno nocturno
de 12 horas), que fue superior al promedio 78 mg/dL de glicemia en ayunas del grupo de Murray et al. Esto
puede deberse a multiples factores, tales como las diferencias entre el IMC promedio que, en nuestro estudio,
bordea la obesidad (29,6 kg/m?) mientras que en la de Murray, los valores fueron de estado nutricional normal

(21,9 kg/m?), lo cual puede incidir en un mayor nivel de glicemia en ayunas, dado que la obesidad es un factor
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de riesgo para el desarrollo de la resistencia a la insulina, estadio inicial para el desarrollo de diabetes. En el
estudio de Paradis et al., tampoco se observaron diferencias significativas en la glicemia en ayunas entre grupos
de experimentacion, y el IMC promedio fue de 24,9 kg/m?, con un promedio de glicemia inicial 89,9 mg/dl, lo

cual permite inferir que, a mayor IMC, mayor es el valor de la glicemia en ayunas.

Nuestro estudio se realizo en dos dias distintos, ambos con toma de glicemia con ayuno nocturno (12 horas) a
través de puncion capilar y medicion con glucometro, lo cual correspondia al tiempo O de la curva. El primer
dia, los participantes ingirieron 100 mL de agua corriente y luego una carga de 45 gramos de carbohidratos en
100 gramos de pan blanco. Luego, se les realizé medicion de glicemia a los 15, 30 y 45 minutos postcarga,. Al
dia siguiente, el procedimiento se repitio, pero se reemplazo el agua corriente, por la infusion de D. antarctica.
En el caso de Murray et al., la experimentacion se realizo en 3 condiciones diferentes, utilizando comprimidos
placebo (sin polifenoles), de 500 mg (140 mg de polifenoles) y de 2000 mg (560 mg de polifenoles), los que se
utilizaron de forma aleatoria para cada grupo. Tras el consumo de 50 gramos de carbohidratos disponibles (103
gramos de pan) se midid la glicemia de forma capilar postcarga a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. Los
resultados de Murray et al., no tuvieron significancia con respecto a una reduccion de la glicemia posprandial
asociada a la suplementacion con el extracto de polifenoles, por lo que, este componente no seria capaz de
revertir el aumento de la glicemia. Los mismos resultados se replican en el uso de los comprimidos de las algas
A. nodosum y F. vesiculosus, que a pesar de contener compuestos que actian como inhibidores de enzimas que
participan en la digestion de carbohidratos, no se observd diferencias significativas en la reduccion de la
glicemia post ingesta de 50 gramos de carbohidratos provenientes de pan. En el trabajo de Tanemura et al., se
utiliz6 Wakame y Mekabu como alimento directo (70 gramos) formando parte de un tiempo de comida
completo, en compaiiia de arroz blanco, porotos de soya, papas y brocoli. Las condiciones experimentales
fueron 3, una control (sin algas), otra con Wakame y otra con Mekabu, arrojando como resultado una reduccion
significativa de las glicemias posprandiales en aquel grupo con ingesta de Mekabu por sobre el control, y aquel
suplementado solo con Wakame, por lo cual el consumo del alimento en su totalidad si tuvo la capacidad de
revertir el aumento de la glicemia. Al hacer la comparacion con nuestros resultados, se evidencia que, en el caso
de la infusién existe una tendencia a la baja de la glicemia postcarga, no obstante estas diferencias no fueron
significativas al hacer comparaciones entre el dia control y el dia con infusion. Es importante mencionar que,
al igual que Murray ef al., el grupo de Tanemura, tomo muestras sanguineas a los 0, 30, 45, 60, 90, 120 y 180
minutos postprandiales a través de puncion venosa. No obstante, los peaks de glicemia fueron alcanzados antes
de los 30 minutos post consumo de alimentos, por lo que, a pesar de que nosotros no realizamos mediciones de
glicemia hasta los 120 minutos, nuestro rango de tiempo abarca las variaciones glicémicas postprandiales mas

relevantes.

Conjuntamente, Yoshinaga y Mitamura et al., también evalu6 el consumo directo de 4 gramos de Wakame (en
este caso remojado) con arroz, y al igual que Tanemura, observaron una baja de glicemia a los 30 minutos
postcarga, estadisticamente significativas, y con tendencia a la baja hasta los 120 minutos postcarga. Estos
resultados, muestran que las intervenciones con formas menos procesadas de algas, mostraron mejores en

cuanto al control de la glicemia postpradial, en comparacion con intervenciones con extractos. Lo anterior
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sugiere que los compuestos extraidos no son capaces de revertir el incremento de glicemia en forma aislada y
requieren de otros componentes nutricionales presentes en el alga. Por lo tanto, nuestra infusion, al ser menos
procesada y tratandose del uso del alga sin extraccion de componentes, se puede esperar que usando mayor
cantidad de cochayuyo molido para preparar la infusion, y aumentando la cantidad de participantes en el estudio,
pueda registrarse mayores reduccion de las glicemias postprandiales y eventualmente diferencias significativas.
Los investigadores también compararon los resultados entre grupos experimentales, a través del analisis del
area bajo la curva (ABC) obtenida de las muestras de glicemia postprandiales, y en este sentido, Murray ef al.,
obtuvieron una tendencia a la baja de este valor a través del tiempo, pero esta no tuvo significancia estadistica.
En el caso de Tanemura, la ABC fue significativamente menor en la etapa posprandial temprana (0-30 minutos)
y con tendencia a la baja posterior en el grupo tratado con Mekabu, mientras que el tratado con Wakame, no
tuvo diferencias significativas. En el caso de nuestro estudios también hubo una tendencia a la reduccion de la
ABC, lo que se traduce en una disminucion de la respuesta glicémica de 20%, pero que tampoco fue

estadisticamente significativo en relacién con el ABC control.

Nuestra investigacion, no evidencid resultados estadisticamente significativos en favor de la infusion utilizada,
sin embargo, se debe destacar el hecho de que se observé una tendencia a la disminucion de la glicemia
postprandial, lo que sugiere que la infusion podria ser una alternativa no farmacologica para controlar las
condiciones de aumento desmesurado de glicemia postcarga. Como proyecciones de esta investigacion, se
comento6 la necesidad de aumentar la cantidad de cochayuyo usado para preparar la infusién, asi como la
cantidad de participantes del estudio para comprobar la efectividad de la infusion para el control de la glicémica
postprandial. Ademas seria, dado que fue utilizado solo de forma aguda y en dosis tnica, es necesario estudiar
su accion prolongada en el tiempo a través de la administracién cronica. De igual modo, al desconocer su
caracterizacion nutricional, no se puede atribuir los eventuales beneficios del consumo de esta infusion a un
compuesto en particular. Posiblemente, la presencia de florotaninos en extractos de D.antartica (Pacheco el al)
podrian ser responsables del mejoramiento del control glicémico, sin embargo también se puede especular que
la fibra soluble presente en la infusion, que fue observable de forma por la viscosidad de la infusion, tendria
implicancia en la reduccion de la glicemia posprandial. Esta posibilidad también es considerada en otras
investigaciones, sefialando que a la fibra soluble presente en las algas (U. pinnatifida, por ejemplo) como parte
importante de la tendencia a la baja de la glicemia poscarga, por su capacidad de enlentecimiento del
vaciamiento gastrico, lo que limitaria la tasa de absorcion de glucosa por parte del intestino. Estudios futuros,
podrian abarcar el uso de la infusidn, ya caracterizada nutricionalmente para saber a qué compuestos atribuir la
bioactividad de control glicémico, ademas de, realizar mediciones de otros parametros metabdlicos como la

insulinemia, HOMA R, para estudiar el efecto de la infusion sobre la sensibilidad a la insulina.
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7. Conclusiones

Los resultados de la presente investigacion permiten establecer las siguientes conclusiones:

-Los preadipocitos 3T3-L1 en cultivo no sufren efectos citotoxicos cuando son expuestos a altas

concentraciones de extracto acuoso de Durvillaea antarctica, incluyendo 40 mg/dL por hasta 24 horas.

-El extracto acuoso de Durvillaea antarctica provoca una disminucion de la tasa de proliferacion celular de

preadipocitos 3T3-L1, alcanzando una reduccion del 60% ante una dosis de 20 mg/dL.

-El peroxido de hidrogeno provoca estrés oxidativo y muerte celular de preadipocitos 3T3-L1, alcanzando una

reduccion al 20% en la viabilidad con una exposicion a 0,1 mM de perdxido de hidrégeno.

-El extracto acuoso de Durvillaea antarctica protege a los preadipocitos 3T3-L1 frente al estrés oxidativo
inducido por peréxido, recuperando la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial y la integridad de la

lisosomal.

-El consumo cronico por 10 meses de una dieta alta en grasa provoca aumento de tejido graso blanco,
intolerancia a la glucosa, aumento de colesterol total y un aumento de peso leve en ratones BALB/c machos

adultos.

-La administracion de 66 mg/kg de peso de extracto acuoso de Durvillaea antarctica dos veces por semana via
orogastrica a ratones BALB/c adultos, no logra revertir las alteraciones metabolicas causadas por el consumo

cronico de una dieta alta en grasa.

-El consumo de una infusioén de cochayuyo previo a la ingesta de carbohidratos complejos tiende a causar una
disminucién (no estadisticamente significativa) de la respuesta glicémica postprandial en voluntarios adultos,

la cual fue heterogénea entre los distintos individuos.
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VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y POSTGRADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estimado participante:

Mediante el presente documento, queremos invitarle a participar de la
investigacién “Efecto agudo y crénico del consumo de infusion de
cochayuyo sobre el estado nutricional y metabolismo glucidico”,
cuyo Investigador Responsable es Carolina Aguirre Céspedes, RUT:
8.266.339-8 (caguirre@ucsc.cl), académico de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Catélica de la Santisima Concepcién. El presente documento tiene
como finalidad dar a conocer los detalles del estudic y solicitar su
consentimiento informado para participar en él.

1. Objetivo de la Investigacion

El objetivo de la investigacion es evaluar el efecto agudo y crénico del
consumo de una infusién de Cochayuyo sobre variables antropométricas en
adultos, incluyendo: peso corporal, perimetro de cintura, perimetro de cadera,
masa grasa y masa libre de grasa; asi como otras variables como glicemia y
presién arterial.

2. Breve descripcion del proyecto
El proyecto busca investigar el efecto del consumo de una infusion de
cochayuyo sobre cambios en la composicion corporal y scbre el
metabolismo glucidico en pacientes con sobrepeso y/o obesidad. El uso
medicinal de una infusién de cochayuyo es una costumbre tradicional
empleada por las comunidades costeras con las cuales nos vinculamos a
través del Programa de Recursos Naturales del Nucleo Cientifico
Tecnoldgico para el Desarrollo Costero Sustentable de la Universidad
Catdlica de la Santisima Concepcién. Sin embargo, no existen estudios
publicados que hayan evaluado el efecto de la infusién sobre el sobrepeso.
Por otro lado, resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio
indicarian que el cochayuyo contiene compuestos que inhiben la accién de
alfa amilasas, enzimas intestinales que degradan polisacéridos y por lo
tanto, estan involucradas en su absorcién intestinal, provocando una
disminucién de glucosa en la sangre. En consecuencia, postulamos que el
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consumo del extracto acuoso de cochayuyo previo al consumo de alimentos
podria disminuir la respuesta glicémica a alimentos ricos en carbohidratos,
efecto que podria contribuir a la prevencion de alteraciones precursoras de
la diabetes mellitus tipo 2, como la intolerancia a la glucosa.

El equipo de trabajo estd conformado por :

« Msc. Mauricio Sotomayor, Nutricionista. Académico de la Facultad de
Medicina de la UCSC

« Dr. Marcelo Villagrén, Bioquimico. Académico de la Facultad de
Medicina de la UCSC

« Dra. Carolina Aguirre, Quimico. Académico de la Facultad de Ciencias
de la UCSC.

s« Gabriela Basdez Aguirre. Estudiante de Enfermeria de 5to afio de la
Universidad San Sebastian.

Se cuenta con el apoyo de personal administrativo del Programa de
Recursos Naturales, Srta. Ruby Riveros y Seiji Machino.

3. Metodologia

Se considera el estudio de personas adultas y/o adultos maycres (rango
20 aflos a 70 afios) en estado nutricional normal, sobrepeso u obeso;
que no presenten enfermedades renales ni hipertiroidismo. El estudio
contempla los siguientes procedimientos (se adjunta esquema
explicativo)

I) Medicién del efecto agudo de la infusién de cochayuyo (IC):

Se determinara la respuesta glicémica a 100 g de pan blanco previa
ingesta de 100 mL de IC o 100 mL de agua en dos dias consecutivos en
ayunas. En cada dia de medicién de |la respuesta glicémica, se realizara
el siguiente procedimiento:

-Medir la glicemia basal (tiempo 0) en una gota de sangre capilar
mediante glucémetro, después de un periodo de ayuna de 10 a 12 h.
-Beber 100 mL de agua e inmediatamente después, ingerir 100 g de pan
blanco.

-Medir la glicemia a los 15, 30, 45 y 60 minutos luego de haber ingerido
el pan.
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El mismo procedimiento anterior se repite el siguiente dia, pero
bebiendo 100 mL de IC en vez de 100 mL de agua. La IC sera preparada
vertiendo 100 mL de agua recién hervida sobre un sachet que contiene
cochayuyo deshidratado, dejandolo reposar toda la noche.

I1) Medicion del efecto crénico de la infusion de cochayuyo (IC):

Los participantes del estudio beberdn en ayunas, 100 ml de IC durante
un periodo de 28 dias seguidos. Luego de la ingesta de IC, los
participantes podran realizar sus actividades cotidianas habituales, sin
restricciones derivadas del estudio.

Durante el periodo de ingesta de IC, los participantes se someteran a un
conjunto de mediciones a realizarse una vez por semana en los dias 1,
7, 14, 21 y 28 (contados a contar del dia en que se comienza la
intervenciéon con IC). Las mediciones que se realizaran en forma
semanal seran: peso corporal, porcentaje de masa grasa, perimetro de
cintura, perimetro de cadera, glicemia con glucémetro, arteriograma vy
presion arterial. En el dia de realizacion de las mediciones, un miembro
del equipo de investigacion concurrira al domicilio del participante y
realizard las mediciones, para lo cual utilizara los elementos de
proteccién personal y medidas adecuadas para prevenir contagio de
COVID19. Las mediciones se realizaran en un momento del plan paso a
paso que permita movilidad (fase 2 o superior).

4. Su participacién en el estudio

Su participacion consistira en preparar la IC e ingerirla diariamente en ayunas
durante 1 mes. Una vez por semana debera estar disponible para realizar las
mediciones en un periodo maximo de 1 hora, en horario a convenir con el
equipo de investigacién.

Para la medicion del efecto agudo de la IC sobre la respuesta glicémica al pan,
debera realizar las mediciones de glicemia en su domicilio en forma auténoma,
siguiendo las instrucciones preparadas en un video y bajo la supervision de un
miembro del equipo de investigacién en el primer dia de medicién. Los valores
de glicemia deberan ser registrados en una planilla personal.
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Su participacién en este estudio es de caracter libre y voluntario, pudiendc dar
por finalizada su participacion en cualguier momento de la realizacién del
estudio, incluso con posterioridad a la realizacion de las mediciones en el caso
que requiera que sus datos no sean considerados en esta investigacion. La
finalizacién de la participacién en el estudio no requerira justificacién previa.

Si usted participa en esta investigacién lo hace bajo su expreso consentimiento
informado que firma y autoriza.

5. Confidencialidad

Toda la informacion que se genere a partir del presente estudio sera tratada
confidencialmente. Actuara en calidad de custodio de los datos la Investigadora
Responsable, Dra. Carolina Aguirre. Al respecto, su nombre no aparecera en el
trabajo final, ni en los informes parciales o en la difusién académica de los
resultados, ya que para el andlisis de los datos, la identidad de los
participantes estara codificada, evitando cualquier filtracién voluntaria o
involuntaria de los datos asociados a cada persona.

6. Beneficios

El mayor beneficio de este trabajo investigativo es que los resultados
obtenidos serdn una contribucién al conocimiento y pueden ayudar a disefar
una posible intervencién natural para la prevencion del scbrepeso, la cual
complementar las recomendaciones de estilos de vida saludable. Producto de
su participacion no se generaran incentivos econdmicos de ningun tipo. Sin
embargo, los datos obtenidos en el estudio permitiran hacer entrega de un
informe personalizado de su estado nutricional, el cual contendrd informacion
importante que podria orientar sobre las medidas necesarias para mejorar su
salud (masa, grasa, masa muscular, riesgo cardiovascular, tipo de obesidad,
diagndstico nutricional en base a IMC, perfil de presion)

Su participacién no implica costo alguno para usted. Todos los requerimientos
de recursos financieros para la adquisicién de insumos y equipos para las
mediciones serdn proporcionados por el equipo de investigacion.

7. Riesgos o molestias asociadas a la participacion
La investigacion no implica riesgo algunc para usted, su participacién sera
personal y confidencial. Sin perjuicio de lo anterior, estara garantizada la
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posibilidad de detener su participacién si se sintiera afectado(a), si presentara
algun tipo de malestar o decidiera retirarse sin mediar algun motivo en
particular.

Como medida precautoria de resguardo de la salud, Ud. podria ser
forzosamente excluido del estudio si ocurre una de las siguientes condiciones:

1) En las mediciones iniciales del estudio, realizadas antes de iniciar la
intervencién con cochayuyo, Ud registrase una glicemia basal superior a
150 mg/dL, presién sistélica mayor a 180 mmHg o presion diastélica mayor
a 120 mmHg (crisis hipertensiva).

2) Si luego de iniciada la intervencién con la infusién de cochayuyo, Ud.
registra un aumento superior al 30% en los niveles de glicemia basal,
presién sistolica o presion diastdlica, se suspenderad su participacion en el
estudio.

8. Derechos

Si ha leido y firmado este documento estd sefialando su voluntad y decisién de
participar de esta investigacion. Sin embargo, podra poner fin a ésta cuando lo
desee sin ningun tipe de perjuicio en su contra.

9. Contacto

Si estima que no se ha respetado este acuerdo, podra presentar una queja
formal al Investigador Responsable, Dra. Carolina Aguirre (caguirre@ucsc.cl
fono:41-2749302) y/o al Decano de la Facultad de Ciencias, Dr. Antonio
Brante (abrante@ucsc.cl, fono:977689533) y/o a la Presidenta del Comité
de Etica de la Universidad Catdlica de la Santisima Concepcién, Dra. Ménica
Tapia Ladino, Vicerrectora de Investigacién y Postgrade (mtapia@ucsc.cl,
fono: 41-2345013). Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el
Comité Etico Cientifico de la Universidad Catélica de la Santisima Concepcidn.

10. Declaracién

Yo, declaro de manera libre y voluntaria, que he sido informado de los
aspectos éticos de la investigacién, siendo debidamente informado de los
beneficios y riesgos de mi participacion.
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Nombre completo
Participante Firma Fecha
Carolina Aguirre Céspedes
Investigador Responsable Firma Fecha
Ministro de Fe Firma Fecha

Se deja constancia en este instante que este documento sera firmado en dos
copias originales, quedando una de ellas en manos de la Investigadora
Responsable y la otra en manos del participante.

ANEXO: Esquema de mediciones del estudio

Efecto agudo de la infusién de cochayuyo

N ©hYaE B

Glicemia basal Glicemia basal
100 ml de 1100 ml infusién
agua cochayuyo

l |
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