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RESUMEN

Cucurbita ficifolia Bouché (C. ficifolia) es una planta medicinal con uso
en el tratamiento de la diabetes mellitus (DM), enfermedad con una importancia
epidemioldgica importante que radica en sus altos indices de prevalencia y
mortalidad.

Se tienen evidencias experimentales y clinicas acerca de su accién
hipoglucemiante. Sin embargo, aun siguen faltando estudios fitoquimicos y
farmacologicos para elucidar, por un lado, sus principales componentes
activos, y por otro, sus mecanismos de accion hipoglucemiante, en particular el
efecto que tiene sobre el higado, uno de los dérganos involucrados en el
metabolismo de carbohidratos.

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar quimicamente un
extracto acuso de C. ficifolia Bouché y evaluar marcadores que regulan la
sintesis de glucogeno hepatico, asi como la morfologia histolégica del higado y
pancreas.

Se fracciono el extracto acuoso de C. ficifolia mediante cromatografia en
columna abierta, en capa fina y por HPLC para purificar sus principales
metabolitos secundarios y posteriormente se caracterizaron quimicamente por
RMN y CG-MS. El estudio farmacolégico consistio en un estudio agudo en
ratones de la cepa CD-1 sanos y diabéticos, una vez que se determin6 que el
extracto tenia actividad hipoglucemiante se realizd un estudio subcronico
usando ratones de la cepa CD-1 tanto sanos como diabéticos, inducidos con
aloxana, a los cuales se les administré por 30 dias el extracto acuoso y activo
de C. ficifolia. El contenido de glucogeno hepatico se cuantifico por un método

espectrométrico, se realizd un analisis histolégico del higado usando una



tincion de PAS y de H-E para higado y pancreas; GOT y GPT se cuantificaron
por un meétodo espectrofotométrico; las enzimas glucdégeno sintasa y glucégeno
fosforilasa y el transportador de glucosa GLUT-2 se cuantificaron por Western
blot; la expresion del RNAm de Glut-2 y el receptor de glucagén se
determinaron por RT-PCR en tiempo real, mientras que los niveles de insulina
sérica se cuantificaron por el método de ELISA.

Los resultados confirman que la administracion de C. ficifolia a ratones
sanos Yy diabéticos reduce los niveles de glucemia y corrige algunos parametros
caracteristicos de DT2, como los niveles de transaminasas y el perfil
inflamatorio observado en el analisis histolégico en higado y pancreas. C
ficifolia no modifico la estructura general del higado ni del pancreas. C. ficifolia
aumento el contenido de glucogeno hepatico, sugiriendo que el mecanismo de
accion hipoglucemiante de la planta podria estar mediado en parte por
acumulacion de glucosa en forma de glucégeno.

En este estudio se logro aislar e identificar siete compuestos
mayoritarios presentes en el extracto acuoso activo de C. ficifolia, de los
cuales: dos son fitosteroles, tal es el caso de, estigmasten-7,22-dien-3-ol y
estigmasten-7-en-3-ol, asi como acido p-cumarico, acido p-hidroxibenzoico,
acido o-hidroxifenilacético, acido p-hidroxifenilacético y salicina, los cuales se
han reportado con actividad farmacoldgica y con efectos hipoglucémicos, tal es
el caso del acido p-hidroxibenzoico. Sin embargo, aun se debe determinar cual
es el principal compuesto activo del extracto, o si estan actuando
sinergicamente.

El analisis histolégico de higado mostré6 una mejora en la estructura

general de este 6rgano del grupo experimental tratado con C. ficifolia, asi como



un aumento en la acumulacion de glucoégeno. También se observé aumento de
glucégeno sintasa y disminucidon de glucégeno fosforilasa, enzimas implicadas
en la sintesis y degradacion de glucogeno. C. ficifolia representa una
alternativa terapéutica para el tratamiento de la diabetes mellitus, y su efecto
hipoglucémico se debe parcialmente a la acumulacién de glucégeno hepatico,
ya que se ha demostrado que es capaz de generar otros efectos moleculares
asociados a la hipoglucemia. Ademas, C ficifolia genera efecto protector, tanto
en higado como en pancreas, lo que potencialmente podria ayudar a un mejor
control de la diabetes, previniendo el desarrollo de complicaciones vasculares y

mejorando la calidad de vida de los pacientes.



ABSTRACT

Cucurbita ficifolia Bouche (C. ficifolia) is a medicinal plant used in the
treatment of diabetes mellitus (DM), a disease with an important
epidemiological importance that lies in its high prevalence and mortality rates.
There are experimental and clinical evidences about its hypoglycemic action.
However, phytochemical and pharmacological studies are still lacking to
elucidate, on the one hand, its main active components, and on the other, its
hypoglycemic mechanisms of action, in particular the effect on the liver, one of
the organs involved in carbohydrates’ metabolism.
The objective of the present work was characterizing chemically an aqueous
extract of C. ficifolia Bouche and to evaluate markers that regulate hepatic
glycogen synthesis, as well as the histological morphology in liver and
pancreas.
The aqueous extract of C. ficifolia was fractionated by open-column
chromatography, thin layer chromatography and by HPLC to purify its main
secondary metabolites and was subsequently chemically characterized by NMR
and GC-MS. The pharmacological study consisted of an acute study in healthy
and diabetic CD-1 strain mice, once the extract was determined to have
hypoglycemic activity, a subchronic study was performed using CD-1 mice both
healthy and diabetic induced with alloxan, which were given the aqueous and
active extract of C. ficifolia for 30 days. The hepatic glycogen content was
quantified by a spectrometric method; a histological analysis of the liver was
performed using PAS and H-E staining for liver and pancreas; GOT and GPT
were quantified by a spectrophotometric method; glycogen synthase and

glycogen phosphorylase enzymes and the glucose transporter GLUT-2 were



quantified by Western blot; mRNA GLUT-2 and receptor glucagon expression
was performed by RT-PCR in real time, whereas serum insulin levels were
quantified by ELISA method.

The results confirm that the administration of C. ficifolia to healthy and diabetic
mice reduces blood glucose levels and corrects some parameters characteristic
of DT2, such as transaminase levels and the inflammatory profile observed in
histological analysis in liver and pancreas, since the general structure of this
organs was not modified compared to the diabetic group. C. ficifolia increased
liver glycogen, suggesting that the hypoglycemic mechanism of action of the
plant could be mediated in part by accumulation of glucose in glycogen form.

In this study, it was possible to isolate and identify seven major compounds
present in the active aqueous extract of C. ficifolia, of which two are
phytosterols, such as stigmasten-7,22-dien-3-ol and stigmasten-7-en-3-ol, as
well as p-coumaric acid, p-hydroxybenzoic acid, o-hydroxyphenylacetic acid
and p-hydroxyphenylacetic acid and salicin, which have been reported with
pharmacological activity and hypoglycemic effects, such as p-hydroxybenzoic
acid. However, it is still necessary to determine which is the main active
compound of the extract, or wheter they are acting synergistically.

Histological analysis of liver showed an improvement in the general structure of
this organ by administration with C. ficifolia, as well as an increase in the
accumulation of glycogen. There was also an increase in glycogen synthase
and decrease in glycogen phosphorylase, enzymes involved in glycogen
synthesis and degradation. C. ficifolia represents a therapeutic alternative for
the treatment of diabetes mellitus, and its hypoglycemic effect is partially due to

accumulation of hepatic glycogen, since it has been shown to be capable of

10



generating other molecular effects associated with hypoglycemia. In addition, C
ficifolia generates protective effect in both liver and pancreas, which could
potentially help a better control of diabetes, preventing the development of

vascular complications and improving the quality of life of patients.
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1. Introduccién

La epidemia de la diabetes mellitus (DM) es reconocida por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una amenaza mundial. Se
calcula que en el mundo existen mas de 415 millones de personas con
diabetes y es probable que esta cifra aumente a 642 millones para el 2040
(Whitting et al., 2011; IDF, 2015). La diabetes se asocia con complicaciones
que afectan multiples érganos, incluyendo la retinopatia, nefropatia y disfuncién
de nervios autbnomos. La diabetes también se asocia con hiperlipidemia y un
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, asi como de enfermedades
vasculares periféricas que representan la mayor parte de la mortalidad en

pacientes con diabetes (Roper et al., 2002).

1.1 Definicién de la DM

La DM es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizado por un
estado de hiperglucemia cronica como consecuencia de defectos en la accion y
secrecion de insulina, ademas de alteraciones en el metabolismo de

carbohidratos, lipidos y proteinas (ADA, 2016).

La intolerancia a la glucosa es un defecto importante en los seres
humanos con DM. En respuesta a una exposicion oral de glucosa, el higado
normalmente ocupa un tercio de la glucosa ingerida, mientras que los dos
tercios restantes es metabolizada por otros tejidos del cuerpo. Una produccion

excesiva de glucosa hepatica puede llevar a hiperglucemia en ayunas.
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1.1.2 Clasificacion de la DM

Con base fundamentalmente en su etiologia y caracteristicas
fisiopatoldgicas, la DM se clasifica en cuatro tipos principales: tipo 1, tipo 2,
otros tipos especificos y diabetes gestacional.

La tipo 1 (DT1) se caracteriza por la falta de insulina debido a una
alteracion autoinmune y destruccion de las células beta del pancreas (ADA,
2016).

La patogénesis de la diabetes tipo 2 (DT2) comprende un cuadro que va
desde resistencia a la insulina hasta una disminucion en la secrecion de dicha
hormona, como consecuencia de la disfuncion progresiva de las células beta
(B) del pancreas, influyendo asi en el metabolismo normal de glucosa. Un
aumento en la secrecion de la insulina por el pancreas, se produce como un
intento de mantener el metabolismo de la glucosa de forma adecuada, ademas
de la sintesis de glucogeno hepatico, cuando los niveles de glucosa en sangre
se encuentran elevados y cuando los niveles de este carbohidrato son bajos y
se degrada (Aschner y Garcia, 2009; Jeong et al., 2010).

Los otros tipos especificos pueden ser ocasionados por defectos
genéticos en la funcion de las células B o en la accion de la insulina, por
enfermedades del pancreas exocrino (como la fibrosis quistica),
endocrinopatias inducidas por drogas o agentes quimicos, los sindromes
monogeénicos de la diabetes (como la diabetes neonatal y la diabetes tipo
MODY por sus siglas Madurity Onset Dlabetes of the Young), formas poco
comunes de diabetes mediadas inmunolégicamente u otros sindromes

genéticos asociados con diabetes (ADA, 2016).
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La diabetes gestacional se presenta como una alteracion en el
metabolismo de carbohidratos durante el embarazo, diagnosticada en el

segundo o tercer trimestre de embarazo (Aschner y Garcia, 2009; ADA, 2016).

1.2 Prevalencia de la DM

La DM es una de las enfermedades con mayor demanda hospitalaria. A
nivel mundial se encuentra asociada con cambios en el ambiente social y/o
estilo de vida (Zimmet et al., 2001). La prevalencia mundial de esta enfermedad
entre adultos (de 20 a 79 afos) en el 2010 es de 6.4%, afectando a 285
millones de adultos, y se calcula que aumentara a 7.7%, afectando a 439
millones de adultos para el afno 2030, por lo que se estima que habra un
aumento del 69% en el numero de adultos con diabetes durante este periodo
(Shaw et al., 2010).

En México la DM ha desempefiado un papel crucial, en el 2006 se
registré6 una prevalencia del 14.4%, tanto en zonas rurales como urbanas.
Presenta un mayor porcentaje en mujeres, ubicandose en 15.8%, mientras que
en hombres se ubica en 13.2%. Debido a una transicion epidemioldgica
dominado por la obesidad, la diabetes y otras enfermedades no transmisibles
relacionadas con la nutricion, ocasionadas por inactividad fisica y cambios en la
dieta. Entre 1988 y 2006, la tasa anual de prevalencia de obesidad en México
aumenté en adultos en aproximadamente 2% al afio, el mayor incremento
documentado en todo el mundo y con ello un aumento de los costos directos
destinados a los pacientes, farmacos, programas de salud publica y seguros
meédicos; costos indirectos atribuibles a las complicaciones de la diabetes como
retinopatia, enfermedad cardiovascular, nefropatia, neuropatia y enfermedad

vascular periférica (Barquera et al., 2013). México ocupa el primer lugar en
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numero de defunciones por afo a causa de la diabetes, tanto en hombres
como en mujeres las tasas de mortalidad muestran una tendencia ascendente
con mas de 70 mil muertes y 400,000 casos nuevos anuales (NOM-015-SSA2-

2010).

1.3 Complicaciones en la diabetes.

1.3.1 Complicaciones vasculares en la diabetes

A pesar de que la diabetes se ha catalogado como una enfermedad de
origen endocrino, actualmente se puede observar que tiene manifestaciones y
consecuencias vasculares, las cuales se dividen en dos grandes grupos:
microvasculares y macrovasculares. Las primeras, afectan los capilares de
calibre pequefio, entre las que destacan: nefropatia, que conduce a falla renal;
retinopatia diabética con pérdida de la vision; y la neuropatia, con dafios al
sistema nervioso. Ademas, la neuropatia autondmica causa sintomas
gastrointestinales, genitourinarios y cardiovasculares, asi como disfuncion
sexual. Por otro lado, las macrovasculares afectan a capilares de mayor
calibre, asi como arterias de tamafo medio, dentro de las cuales se puede
ubicar a la ateroesclerosis, infarto del miocardio, accidentes vasculares
encefalicos y lesiones de los vasos de los miembros inferiores (Mahia y Pérez,
2000).

Algunos mecanismos fisioldégicos y bioquimicos implicados en el
desarrollo de las complicaciones vasculares de la diabetes incluyen
anormalidades hematoldgicas, que pueden conducir a oxigenacion deficiente
tisular, ademas de un incremento en la agregacion eritrocitaria con aumento de

la microviscosidad y deformabilidad, niveles elevados de hemoglobina glicada
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(HbA1c), cuya afinidad por el oxigeno se ve alterada, anormalidades de la
funcidn plaquetaria, incluyendo adhesividad aumentada y anormalidades en
proteinas plasmaticas (Arana y Domingo, 2001).

De igual forma la aparicion de alteraciones vasculares ocurre en
aquellos tejidos en los que la captacion de glucosa no es dependiente de la
insulina, como es el caso del rifdn, el tejido nervioso y vascular, y el cristalino,
ya que la hiperglucemia determina un aumento de flujo de glucosa al interior
celular; una parte de ésta es reducida a sorbitol por accion de la aldosa-
reductasa y usa como cofactor el nicotinamida adenina dinucledtido en su
forma reducida (NADH), lo que ocasiona una disminuciéon de éste, y como
consecuencia se reduce la capacidad de defensa de la célula ante el estrés
oxidativo, ademas de un aumento en la produccion de oxido nitrico (NO).
Ademas incrementa la relacion NADH/NAD®, que a su vez provoca incremento
en los niveles de triosa fosfato (agente de glicacion muy reactivo), diacilglicerol
(activador endogeno de la proteincinasa C (PKC), la cual actua como inhibidor
de la via de senalizacion de la insulina, afectando tanto a su receptor como el
transporte de glucosa) y una disminucion en la sintesis o transporte del
mioinositol que se traduce en una menor actividad de la ATPasa dependiente
de sodio (Na®) y potasio (K*) en la membrana plasmatica celular ocasionando
disfuncion endotelial, alteraciones en la contractilidad y permeabilidad vascular,
los fendmenos de angiogénesis y cambios en la matriz extracelular, lo que
finalmente conlleva al desarrollo de complicaciones cronicas de DM (Castro y

Rodriguez, 2006).
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1.3.2 Otras complicaciones en la diabetes

En fases mas avanzadas de la enfermedad, la persistencia de estas
alteraciones vasculares funcionales puede llevar a la aparicién de alteraciones
estructurales rapidamente irreversibles. Entre los mecanismos implicados en
las complicaciones vasculares destaca la glicacion de proteinas, debido a la
capacidad de la glucosa y otros azucares para formar uniones reversibles con
grupos amino de las proteinas, lo que da lugar a la formacion de bases de
Schiff. La formacion de estas bases es reversible y directamente proporcional a
la concentracion de glucosa en el medio; posteriormente la base de Schiff sufre
una reestructuracion y da lugar a un producto de Amadori, ambos se conocen
como los productos tempranos e intermedios de la glicacion. En las proteinas
con una vida media larga, estos procesos de glicacion progresan hasta dar
lugar a los AGEs, por sus siglas en inglés advanced glycation end products, los
cuales juegan un papel importante en la patogénesis de complicaciones
diabéticas como la retinopatia, la nefropatia, la cardiomiopatia. Los AGEs
forman entrecruzamientos intracelulares y extracelulares no sélo con proteinas,
sino con algunas otras moléculas clave enddgenas que incluyen lipidos vy
acidos nucleicos para contribuir al desarrollo de complicaciones diabéticas.
Estudios recientes sugieren que los AGEs interacttan con receptores
localizados en la membrana plasmatica para AGE (RAGE) para alterar la
sefalizacion intracelular, la expresidn génica, la liberacion de moléculas pro-
inflamatorias y los radicales libres (Singh et al., 2014).

El aumento de radicales libres y la deplecidn de sistemas antioxidantes
en diabetes, dan como resultado una situacion de estrés oxidativo, provocando

una activacion de mecanismos de dano vascular.
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Se tienen reportes que cambios en el metabolismo de la glucosa, tales
como disminucién de glucdlisis, glucogénesis y el aumento de la
gluconeogénesis en higado de personas con diabetes, ademas de la activacién
de las isoformas de PKC, conducen a la disminucion de la apoptosis,
hiperplasia y finalmente hepatomegalia diabética (Sajad y Mohod, 2009).

Pacientes con DT2 tienen un incremento en la incidencia de
ateroesclerosis cardiovascular, enfermedad arterial periférica y cerebrovascular
ademas de hipertension y anormalidades en el metabolismo de proteinas

(ADA, 2016).

1.4 Participacion del higado en la diabetes

El higado es un drgano compuesto principalmente por células del
parénquima o hepatocitos (constituyen el 80%) y cuatro tipos de células
parenquimatosas: endoteliales, Kupffer, Ito y células granulares. Este érgano
es altamente especializado, actua como: centro principal en el metabolismo de
nutrientes, principal 6rgano en respuesta defensiva, controla el sistema
endocrino, y reservorio de sangre. Es considerado como una glandula hepatica
desempefiando un papel estratégico en el proceso digestivo, al recibir
nutrientes de la dieta transformandolos en biomoléculas utiles para otros
organos; ya que participa en la regulacion y distribucion de glucosa y
glucégeno a través de la sangre a otros tejidos. Cerca de un 10-15% de peso
de este 6rgano es compuesto por las reservas de glucégeno. Debido a sus
funciones, es un 6rgano fundamental en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas (Diaz et al., 2010; Xu et al., 2011).

De los carbohidratos, la glucosa es el principal combustible en el

metabolismo de los mamiferos, un mantenimiento apropiado en sus niveles, es
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crucial para el funcionamiento normal, mientras que la desregulacion de ésta se
asocia con enfermedades como DM, galactosemia y almacenamiento de
glucégeno. ElI mantenimiento de los niveles de glucosa requiere de un gran
sistema de control sensible capaz de equilibrar una amplia gama de
condiciones ambientales, la mas basica es la ingestion de alimentos entre
intervalos irregulares. Las transiciones entre el estado de ayuno y alimentacién
requiere un rapido cambio entre el almacenamiento del exceso de glucosa en
forma de glucdégeno hepatico y muscular. En un estado de ayuno el higado
descompone las reservas de glucogeno, produciendo glucosa para otros
tejidos, después de la ingesta de alimentos este 6érgano aumenta la captacion
de glucosa un 26% presente a través del sistema portal (Xu et al., 2011;
Jensen et al., 2011). La regulacion de glucosa en el higado se lleva acabo
mediante varias vias metabdlicas que controlan el almacenamiento de glucosa

como de glucogeno.

1.4.1 Glucogenogénesis y glucogendlisis

El glucogeno es un polimero ramificado de glucosa que sirve como
reserva de energia critica en muchas células de bacterias y mamiferos. Se
compone de cadenas de residuos de glucosa unidas por enlaces glucosidicos
a-1,4 unidos con a-1,6 que forman los puntos de ramificacion en una reaccién
de polimerizacion, donde se agregan unidades de glucosa de manera
secuencial a una cadena de polisacarido creciente.

Tanto la glucogenogénesis y glucogendlisis se encuentran altamente
reguladas por enzimas clave de estas vias moleculares y son la
fosfoglucomutasa, glucégeno sintasa (GS) y la glucogeno fosforilasa (GP). La

glucogenogénesis comienza a partir de la glucosa 6-fosfato por la
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fosfoglucomutasa que cataliza la conversion de glucosa-6-fosfato (G6P) en
glucosa 1-fosfato. La glucosa 1-fosfato se activa entonces reaccionando con
UTP (uridin trifosfato), formando UDP (uridin difosfato) glucosa y pirofosfato
(PPi). La GS impulsa la sintesis de glucégeno, con su actividad regulada a
través de multiples mecanismos, cataliza la formacién de la polimerizacion
primaria del enlace glucosidico a-1,4 mediante la transferencia de una porcion
glucosil de la UDP-glucosa a un extremo no reductor de una molécula de
glucogeno con el lanzamiento de la UDP. La GP cataliza la etapa limitante en la
glucogendlisis y también es activamente regulada a través de su fosforilacion.
Tanto la GS como la GP existen en estados activos como inactivos
(Tagliabracci et al., 2011; Borel et al., 1989).

Esta via exhibe diferentes comportamientos dependiendo de sus niveles.
En un estado de alimentacion, la glucosa es abundante en sangre y los niveles
de glucogeno en el higado son relativamente altos, lo que resulta en la
activacion de GS y la sintesis de glucogeno. En un estado de ayuno, los niveles
en higado son altos, se inicia la degradacion de glucogeno en G6P a través de
la activacion de la GP para liberar glucosa al torrente sanguineo. La
movilizacion y la sintesis de glucdégeno estan reguladas principalmente por
diversas hormonas, como es el caso de la insulina, el glucagon y la epinefrina
(Xu et al., 2011).

La GS es activada por el estimulador alostérico de G6P y por
desfosforilacion a través de la inactivacién de glucosa sintasa 3 quinasa (GSK-
3) con insulina. GS también es regulada por GSK-3, que es una serina /
treonina quinasa identificada como uno de los reguladores primarios de la GS,

a su vez es inactivada por insulina, a través de la activacion del sustrato
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receptor de insulina (IRS-1), el cual tiene como objetivo a fosfatidilinositol 3
quinasa (PI3K) y este a la proteina quinasa B (PKB), también denominada Akt,
que se encuentra corriente arriba de GSK-3; esta respuesta es esencial para
una respuesta normal de la insulina, ya que normalmente GCK-3 se encuentra
activa (MacAulay y Woodgett, 2008).

Existen también otras vias metabdlicas para mantener los niveles

adecuados de glucosa como la glucdlisis y la gluconeogénesis.

1.4.2 Glucolisis

La glucosa también puede ser degradada a través de una ruta glucolitica
catabdlica, con recuperacién de la energia usada en su sintesis. En la
glucdlisis, la glucosa se convierte en piruvato, acido de tres carbonos, el cual
tiene varios destinos posibles, uno de los cuales es la descarboxilacién
oxidante para formar acetil-coenzima A (CoA), que participara en el ciclo de
Krebs para formar especies reductoras. La glucolisis es una secuencia de diez
reacciones catalizadas por enzimas localizadas en su mayoria en el citosol, con
las que la glucosa se convierte en piruvato con la formacion de dos moléculas
de ATP y la produccion de dos moléculas de NADH. La ruta glucolitica es
activa en todos los tipos celulares y es la via mas importante para la obtencién

de energia (Horton et al., 2008).

1.4.3 Gluconeogénesis

Es la ruta principal de biosintesis de glucosa a partir de precursores con
dos o tres carbonos. Esta ruta comparte algunos pasos con la glucdlisis, sin
embargo, existen cuatro reacciones especificas que difieren de las reacciones

de la glucdlisis. Tales reacciones son irreversibles, aunado a que el producto
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principal de la ruta es la formacién de nuevas moléculas de glucosa. Todos los
organismos cuentan con esta ruta, incluso para los que utilizan a la glucosa
exogena como fuente importante de energia (Voet y Voet, 2006; Horton et al.,
2008). En condiciones patologicas, como DT2, esta ruta metabdlica incrementa
su actividad debido a que hay resistencia a la insulina, aun en condiciones de
ayuno (Schinner et al., 2005).

La regulacion de estas rutas metabdlicas tienen un papel importante en
el mantenimiento de la homeostasis de glucosa, tanto en ayuno como en la
ingesta de alimentos y en algunas circunstancias patolégicas como la diabetes
mellitus (DM). La absorcion neta de glucosa hepatica, esta regulada por una
serie de factores, incluyendo la carga de glucosa en el higado, la concentracién
sinusoidal de insulina hepatica y la via de administracion de glucosa en el
cuerpo (Winnick et al., 2011).

La glucoquinasa (GK), también llamada hexoquinasa IV es la enzima
limitante de la velocidad que cataliza la fosforilacion de la glucosa en las
células B pancreaticas y hepatocitos. Es un componente clave en el mecanismo
de deteccion de glucosa de los mamiferos y desempefia un papel fundamental
en la homeostasis de la glucosa. Mutaciones del gen de la GK se han asociado
con una forma de DT2 y diabetes tipo MODY. La administracion con aloxana
puede perjudicar la actividad de GK en las células B pancreaticas y en el
higado (Zhang et al., 2009).

Algunos de los farmacos actualmente en desarrollo activadores de GK,
antagonistas del receptor de glucagon e inhibidores de GP, reducen la glucosa
postprandial estimulando la captacion de glucosa hepatica y la deposicion de

glucégeno. Sin embargo, relativamente se sabe poco sobre el impacto del
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contenido de glucogeno hepatico en la regulacién del metabolismo de la
glucosa en el higado in vivo (Winnick et al., 2011).

Los transortadores de glucosa (GLUTs) son un grupo de proteinas de
membrana altamente relacionados, que comparten secuencia homéloga entre
isoformas. GLUT2 es conocido para el transporte de glucosa a través de la
membrana plasmatica hepatica de manera bidireccional. GLUT2 es regulada
por glucosa, pituvato cinasa y la sintasa de acidos grasos. En un estado de
diabetes, GLUT2 en higado y en la membrana basolateral de los tubulos
renales proximales se sabe que es regulada positivamente, lo que indica que la
hiperglucemia puede jugar un papel positivo en la regulacién génica. Y en ratas
con diabetes inducida por estreptozotocina, donde la insulina se agota in vivo,
la expresion de la proteina de unién al elemento regulador de esterol 1c
(SREBP-1c por sus siglas en inglés), esta incrementada en higado. Debido a
esto, se ha postulado que la regulacion positiva de GLUT2 en higado podria
ser debido a la activacion del gen por SREBP-1c.

Recientemente se ha sugerido que SREBP-1c actua como mediador de
la accion de insulina en genes lipogénicos o glucoquinasa hepatica. Se han
identificado tres isoformas de SREBP-1a, 1c y SREBP-2. En animales con
resistencia a la insulina, tales como ob/ob, donde se sabe que la sefializacion
de la insulina se encuentre deteriorada, o en animales knock-out en la
sefalizacion de insulina, se ha reportado una sobreexpresion de SREBP-1c en

higado (Seung et al., 2005).

1.5 Participacion del pancreas en la diabetes
El pancreas es una glandula mixta que contiene tejido exocrino

conformado por células acinares productoras de enzimas digestivas; también
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presenta un tejido endocrino compuesto por varios tipos celulares de los islotes
de Langerhans, que contienen hormonas que participan en la homeostasis de
la glucosa: las células beta () productoras de insulina que representan el 70%;
las células alfa (a) productoras de glucagon que representan el 20%; las
células delta (8) productoras de somatostatina que representan entre el 5 a
10% vy las células productoras del polipéptido pancreatico (PP), que abarca el
2%. Existen algunos tipos celulares secundarios, las células productoras del
polipéptido intestinal vasoactivo (VIP o células DI) y las células secretoras
mixtas (EC o enterocromafines); otro tipo celular encontrado en la periferia del
islote es el parecido a las células neuronales Schwann, ocupando menos del
1% y que podria estar implicado en la regeneracion pancreatica (Olvera y
Hernandez et al., 2008).

La insulina es sintetizada por las células 3 del pancreas y se secreta en
respuesta a un aumento en la concentracion de glucosa en sangre. Esta
hormona aumenta la tasa de transporte de glucosa a los musculos y tejido
adiposo a través del transportador de glucosa GLUT4, estimula la sintesis de
glucogeno en el higado e inhibe la gluconeogénesis (Horton et al., 2008). Sin
embargo, en condiciones de insulinorresistencia, dichos érganos no responden
a la insulina de manera adecuada, conduciendo a una hiperglucemia y a un
incremento en la secrecion de esta hormona, compensando la reducida
respuesta a la misma por parte de los tejidos, aunque solo por un tiempo ya
que finalmente se manifestara la DT2 (Schinner et al., 2005).

El glucagén se secreta por las células alfa del islote, que comprende
solo el 10% del volumen del islote. El glucagon es codificado por un gen

prepro, el cual contiene seis exones, uno de los cuales codifica para un
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precursor de glucagon y dos codifican para GLP-1 y GLP-2, respectivamente.
El principal sitio de accion del glucagon es el higado, y sus niveles elevados
conducen a un aumento en sus receptores, activando la glucogendlisis
hepatica. El efecto del glucagon es contrario al de la insulina, por lo que en
condiciones de ayuno la concentracidn de glucagon es alto, asi como en
diabetes (Taborsky, 2010).

Actualmente se usan modelos experimentales de diabetes usando
diversos agentes para producir citotoxicidad en las células de los islotes. Tal es
el caso de aloxana, la cual es una sustancia quimica utilizada para generar
animales diabéticos en el laboratorio por su capacidad para destruir a las
células B pancreaticas productoras de insulina, a través de la inhibicién de la
actividad de la enzima GK, a través de la oxidacion de dos grupos tiol que se
encuentran en el sitio de unidén de glucosa de la enzima. Aloxana se reduce
rapidamente en el cuerpo, formando acido dialurico, que se somete a
autooxidacion, produciendo cantidades detectables de perdxido de hidrégeno,
el anion superoxido (O2) y los radicales libres hidroxilo (‘OH); este ultimo se
produce mediante la reaccion de Haber-Weiss. Estas especies y en particular
el radical ‘-OH, son extremadamente reactivas y afectan especialmente a las
células p del pancreas. Los efectos nocivos de la aloxana causan
hiperglucemia debido a la inhibicion rapida de mecanismo de secrecion de
insulina (hipoinsulinemia), dafio y muerte de las células p de los islotes de
Langerhans y toxicidad necrotica en las células tubulares del rifion (Sajad y

Mohod, 2009).
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1.6 Tratamiento de la diabetes

El tratamiento de la diabetes esta dirigido principalmente a aliviar los
sintomas, mejorar la calidad de vida y prevenir el desarrollo de complicaciones
agudas y cronicas; las recomendaciones dietéticas en DM incluyen consumir
granos enteros, verduras, frutas, productos lacteos, con énfasis en alimentos
con mayor contenido de fibra y menor carga glicémica; en individuos con DT2,
la proteina ingerida parece aumentar la respuesta de la insulina sin aumentar
las concentraciones plasmaticas de glucosa. Considerando que los datos sobre
el contenido de grasa dietética total ideal para las personas con DM no son
concluyentes, un plan de alimentacion que enfatiza elementos de una dieta
mediterranea rica en grasas monoinsaturadas puede mejorar el metabolismo
de glucosa y disminuir el riesgo de enfermedades cerebro vasculares, también
se recomienda comer alimentos ricos en acidos grasos omega 3 de cadena
larga, nueces y semillas. Ademas, la recomendacion de hacer ejercicio fisico
de resistencia en la diabetes busca mejorar el metabolismo de carbohidratos y
la sensibilidad a la insulina (ADA, 2016).

Los individuos con DT2 no dependen de la insulina exdgena para el
control adecuado de la glucemia. Sin embargo, pueden llegar a requerirla si la
dieta o los hipoglucemiantes orales no brindan los resultados esperados sobre
la glucemia (Alberti et al., 2007).

Se ha demostrado que los agentes farmacolégicos, tales como la
metformina, los inhibidores de la alfa-glucosidasa, tiazolidinedionas, incretinas
y sulfonilureas disminuyen la incidencia de la diabetes en diversos grados. La

metformina tiene la base de evidencia mas sélida y demostro seguridad a largo
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plazo como terapia farmacologica para la prevencion de la diabetes (ADA,
2016).

La metformina (N-1,1-dimetil guanidina) es un potente agente
antihiperglucemiante, es de la familia biguanida y disminuye de forma aguda la
produccion de glucosa hepatica, a través de la inhibicion del complejo 1
mitocondrial de la cadena respiratoria, que a su vez activa a la enzima
proteincinasa del monosofato de adenosina (AMPK), la cual monitorea el
estado de energia sistémica y celular, y que desempefia un papel crucial en la
proteccion de funciones celulares bajo condiciones de restriccion energética,
por lo que las células de un estado anabdlico pasan a un estado catabdlico,
cerrando rutas. Metformina reduce la produccion hepatica de glucosa al inhibir
la enzima glicerofosfato deshidrogenasa mitrocondiral (mGPD) y por
consiguiente la inhibicion de gluconeogénesis (Hur y Lee, 2015). Metformina
inhibe la glucdlisis aerdbica en el musculo esquelético y favorece la glucdlisis
anaerobica, por lo tanto incrementa el consumo de glucosa por este 6rgano,
ademas disminuye levemente la absorcion intestinal de glucosa y puede
favorecer la pérdida de peso, también es considerada como un sensibilizador
de insulina dirigiendo la reduccion de resistencia a la insulina. Los efectos
adversos por el uso de este farmaco incluyen sintomas gastrointestinales
(diarrea, nauseas, alteraciones abdominales, anorexia) y puede disminuir la
absorcion de vitamina B12 y el acido félico (Violet et al., 2012).

Las tiozolidinedionas (TZD) o glitazonas son consideradas farmacos
antidiabéticos en el control de diabetes tipo 2, se consideran también
sensibilizadores a la insulina ya que reducen la resistencia a la insulina en el

tejido adiposo y musculo. Los factores potenciales de sefializacién incluyen los
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acidos grasos libres (FFA) (mediadores de la resistencia a la insulina vinculada
a la obesidad), o el factor de necrosis tumoral alfa derivado de adipocitos (TNF-
o), que esta sobreexpresado en resistencia a la insulina y obesidad. TZD activa
al receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPARYy), una vez
activado altera la transcripcion de varios genes implicados en el metabolismo
de glucosa y los lipidos en el metabolismo energético, incluyendo los que
codifican para la lipoprotein lipasa, proteina transportadora de acidos grasos,
proteina de union a acidos grasos adipociticos, glucoquinasa y el transportador
de glucosa 4 (GLUT4). Actualmente se usa la pioglitazona como TZD
(Hauner, 2002).

Las sulfonilureas funcionan como secretagogos de insulina por las
celulas B pancreaticas y este efecto es acompafado posteriormente de una
disminucién en la depuracidon hepatica de insulina. Las sulfonilureas actuan al
unirse al receptor especifico de las sulfonilureas en las células 3 pancreaticas,
bloqueando la entrada de K™ a través del canal dependiente de ATP, el flujo de
K" dentro de la célula pasa a cero, la membrana celular se despolariza y
aumenta el flujo de calcio (Ca") lo que provoca la contraccion de los filamentos
de la actomiosina responsables de la exocitosis de granulos de insulina, que es
rapidamente secretada en grandes cantidades, de aqui que entre sus efectos
adversos mas frecuentes se encuentren las hipoglucemias. Existen
sulfonilureas de primera generacion: tolbutamida, tolazamida y clorpropamida y
las de segunda generacibn con mayor potencia y mejores resultados
farmacocinéticos como la glibenclamida, gliburide, glicazida y glipizida, y la
llamada de tercera generacién glimepirida (Sola et al., 2015; Hernandez et al.,

2011).
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Los inhibidores de la alfa-glucosidasas como la acarbosa actuan
competitivamente y reversible sobre las alfa glucosidasas intestinales (alfa-
amilasa, isomaltasa, maltasa, glicoamilasa y lactasa), retrasando la digestion
de los carbohidratos, prolonga el tiempo total de digestién de los carbohidratos
y por lo tanto reducen la velocidad de absorcion de glucosa, ademas de que
reduce la absorcion de triglicéridos en el tejido adiposo y la lipogénesis
hepatica. Los efectos no deseados de los inhibidores de la alfa-glucosidasas
incluyen flatulencia, diarrea y dolor abdominal (Kaira, 2014).

Por otro lado las incretinas como la sitagliptina, inhiben a la dipeptidil
peptidasa 4 (DPP-4), la enzima responsable de la escision N-terminal y la
inactivacion de los péptidos de incretinas, principalmente GLP-1 (péptido 1
similar al glucagon) y GIP (polipéptido insulinotrépico), los cuales aumentan la
secrecion de insulina en el islote de Langerhans, confieren sensibilidad a la
glucosa a las celulas P resistentes a glucosa, estimulan la proliferacion vy
neogeénesis de las células f e inhiben su apoptosis, ademas regulan la
motilidad intestinal, el apetito y el peso corporal. Ambos péptidos son
secretados por las células L enteroenddcrinas del intestino delgado y grueso
(Campbell y Drucker, 2013).

Este tipo de farmacos ha mostrado resultados excelentes sobre el
manejo de hiperglucemia, sin embargo algunos producen fatiga pancreatica,
problemas intestinales, dafo hepatico o insuficiencia renal, lo que conduce al
paciente a tomar medidas de remplazo hormonal, o pocos pacientes entienden
la importancia de las modificaciones del estilo de vida, los habitos alimentarios,

y el ejercicio como parte de su tratamiento.
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2. Alternativas de tratamiento y plantas medicinales.

Aunque el uso clinico de los farmacos hipoglucemiantes es amplio, gran
parte de éstos producen efectos secundarios indeseables. Ademas de que su
principal objetivo es disminuir los niveles de glucosa en sangre vy
ocasionalmente disminuir las complicaciones vasculares. Por ello, la
humanidad requiere de alternativas terapéuticas que no soélo se enfoque en los
niveles de glucosa, sino que eviten el desarrollo de complicaciones vasculares.
Dentro de las fuentes alternativas para el descubrimiento de agentes
terapéuticos se encuentran las plantas medicinales, las cuales son
ampliamente recurridas por la poblacion mundial como un tratamiento
alternativo o complementario de la enfermedad.

Asi por ejemplo, en estudios fitoquimicos con el fruto de varias plantas
pertenecientes a la familia Cucurbitaceae (Cucurbita pepo L. y Momordica
charantia L.) se han aislado cucurbitaglucosidos con actividad citotoxica
(Chang et al., 2008; Wang et al., 2008). También se han identificado y aislado
otros componentes, como el acido ascorbico, beta y alfa-carotenoides, etc., que
podrian tener propiedades antioxidantes y podrian ser utiles en el tratamiento
de diversas patologias (Hancock et al., 2008; Azevedo y Rodriguez, 2007). En
otras cucurbitaceas, como en Cucurbita moschata Duchesne ex Poir, se han
identificado polisacaridos compuestos por glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa
y ramnosa; estos polisacaridos se probaron en cultivos de macrofagos
mostrando efecto antioxidante. También se han aislado compuestos tipo
cucurbitacinas, los que han sido propuestos con efecto antiinflamatorio en

ratones y ratas con inflamacion local (Chen et al., 2005; Recio et al., 2004).
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En nuestro pais durante mucho tiempo se han utilizado plantas
medicinales de manera empirica con diferentes efectos farmacologicos
(Alarcon et al., 2002). De hecho, en México se tienen reportes del uso de mas
de 350 plantas para el control empirico de la DT2 (Andrade y Heinrich, 2005).
Una de las plantas utilizadas es Cucurbita ficifolia Bouché, conocida
popularmente como “chilacayote”. Se le han dado diferentes usos: el fruto
inmaduro es usado para preparar diversos platillos para el consumo humano,
mientras que el fruto maduro es usado para preparar dulce cristalizado.

El fruto maduro de Cucurbita ficifolia (C. ficifolia) es similar a una
pequena calabaza blanca que mide de 8 a 10 cm de diametro; tiene una
delgada cascara verde, con manchas blancas. Asi mismo, la poblacion le ha
atribuido ciertas caracteristicas curativas en heridas, hemorroides, fiebre,

dolores y en desordenes inflamatorios, asi como para el control de la DM.

2.1. Cucurbita ficifolia Bouché.

C. ficifolia ha mostrado actividad hipoglucemiante en diversas
condiciones experimentales (Alarcon et al., 2002). La actividad hipoglucemiante
del fruto de C. ficifolia ha sido estudiada a nivel experimental en ratas, ratones
y conejos. En conejos con diabetes experimental inducida por aloxana a
diferentes dosis, para inducir en estos animales diabetes moderada (glucemias
entre 150-300 mg/dL) y severa (glucemia mayor a 300 mg/dL). Se administro el
jugo del fruto de C. ficifolia a una dosis de 4 mil/kg, disminuyendo
significativamente la glucemia en conejos con diabetes moderada (Roman et

al., 1992).
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Estudios realizados en ratones sanos, se observé efecto hipoglucémico
por via intraperitoneal y oral. En otro estudio, la administracién diaria por via
oral del jugo de C. ficifolia por 14 dias a ratones tratados con aloxana produjo
una disminucion significativa de la glucemia (Alarcén et al, 2002). En pacientes
con DT2, con glucemias entre 150-300 mg/dL y que recibieron el jugo de C.
ficifolia (4 ml/kg), se observo disminucion de la glucemia después de 3 h de

haber sido ingerido el fruto (Acosta et al., 2001).

También se han realizado estudios toxicolégicos agudos con el jugo
liofilizado de C. ficifolia en ratones, reportandose una dosis letal 50 (DLso) por
via intraperitoneal de 625 mg/kg y por via oral de 3689 mg/kg (Hernandez et
al., 2002). Por tal motivo los estudios subsecuentes se realizaron utilizando una

dosis de 200 mg/kg por via oral, para tener un margen de seguridad amplio.

En el 2006, Xia y Wang aislaron un compuesto a partir del extracto
metanodlico de C. ficifolia, el D-quiro-inositol (DQI), el cual mostré efecto
hipoglucémico usando 10 a 20 mg de DQI en ratas tratadas con
estreptozotocina. Los autores evaluaron un extracto de C. ficifolia durante 30
dias por via oral, con 10 a 20 mg/kg de DQI. El extracto incrementé los niveles
de glucdégeno hepatico, la hemoglobina total y los niveles de insulina, pero

gener6 descenso en los niveles de glucosa (Xia y Wang, 2006b).

En estudios recientes se ha determinado que la administracién de C.
ficifolia (200 mg/kg) disminuye los niveles de malondialdehido (producto de
lipoperoxidacién) y aumenta el glutation reducido (antioxidante enddgeno) en
higado de ratones diabéticos. A esta misma dosis, C. ficifolia disminuye los

niveles del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e incrementa interferén
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gamma (IFN-y), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 10 (IL-10) en plasma de
ratones con diabetes inducida con estreptoztocina (Roman et al., 2012). Asi
mismo, en el laboratorio de farmacologia de la UAM-I se ha determinado que, a
la misma dosis, C. ficifolia aumenta la expresion de receptores activados por
proliferadores de peroxisomas alfa (PPARa) y disminuye la expresion de
PPARYy en higado de ratones con diabetes inducida con STZ.

Por otro lado, se evalud el efecto de la administracion de un extracto
acuoso de C. ficifolia (1, 3, 10 y 30 ug-/-mL) en musculo liso vascular, el cual no
bloqued los canales de K dependientes de ATP, por lo que el efecto de C.
ficifolia no parece estar asociado a la secresion de insulina, mecanismo
caracteristico de las sulfonilureas (Banderas et al., 2012).

En estudios histoldgicos recientes en ratones con diabetes experimental
inducida con estreptozotocina tratados con C. ficifolia, se observd una mayor
densidad celular aparente en los islotes pancreaticos respecto al control; el
grupo diabético mostré un aspecto disgregado vy fibrético, incipiente de islotes
pancreaticos, al igual que el control positivo (grupo diabético tratado con
pioglitazona); en cuanto a la histologia de corazén, rifidn e higado, los ratones
tratados con C. ficifolia y pioglitazona mostraron respuesta macrofagica en
vasos sanguineos. En otro estudio histologico realizado con una tincion
histoquimica de acido periodico de Schiff (PAS) en cortes de higado de ratones
con diabetes experimental tratados con C. ficifolia, se observd una mayor
acumulacion homogénea de glucogeno en el parénquima hepatico respecto al
control, ademas de tener efecto sobre la proliferacion de la célula B pancreatica

y aumento de insulina en ratones diabéticos (Garcia, 2011).
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Considerando estas evidencias se puede suponer que el mecanismo de
accion por medio del cual C. ficifolia produce efecto hipoglucémico es a través
de la acumulacion de carbohidratos, especificamente glucogeno en el higado,

asi como en las células S de los islotes pancreaticos. Sin embargo aun falta

confirmar esas observaciones y evaluar el efecto directo de C. ficifolia sobre la
via glucogenogénica, mediante un estudio cuantitativo de este carbohidrato, asi
como de las enzimas y reguladores implicados en la glucogenogénesis, tanto in
vivo como in vitro, asi como a través del analisis ultra estructural de higado y

pancreas.

4. Justificacion

La DM representa uno de los problemas de salud publica mas
importantes a nivel mundial. Se trata de una enfermedad crénico-degenerativa
con complicaciones fatales e inevitables que afecta de manera grave a la
economia nacional. En la actualidad se carece de un tratamiento eficaz que,
sobre todo, disminuya el riesgo de desarrollar complicaciones vasculares, lo
cual justifica la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento.

Hasta el dia de hoy no se ha encontrado un tratamiento adecuado para
el control de la hiperglucemia y, sobre todo, aun se carece de un control idoneo
tanto de la glucotoxicidad como de las complicaciones vasculares originadas
principalmente por un proceso inflamatorio en la DM. Por tal motivo, surge la
necesidad de investigar sobre nuevas fuentes potenciales de sustancias
capaces de mejorar los niveles plasmaticos de glucosa, asi como retrasar el
desarrollo de complicaciones vasculares mediante la disminucién del estado

proinflamatorio, sin fatigar la funcionalidad pancreatica.
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Se tienen evidencias experimentales de C. ficifolia sobre el efecto
hipoglucémico, toxicidad aguda e incluso se conocen algunas sustancias
quimicas responsables del efecto hipoglucémico. Asi mismo, en los resultados
obtenidos en la maestria se observd un incremento de las concentraciones de
insulina, asi como de CDK4 (un marcador de proliferacion celular) en los islotes
pancreaticos, sin alterar la morfologia de este 6rgano.

Ademas, C. ficifolia tendié a mantener la estructura general de higado y
rinon, y modificd la distribucion de glucdégeno hepatico, sugiriendo que el
mecanismo de accién de la planta podria estar mediado tanto por un aumento
de células B pancreaticas, como por la via de sintesis de glucégeno, por lo que
C. ficifolia podria producir efectos sobre marcadores enzimaticos y hormonales
implicados en la ruta de la sintesis de glucogeno hepatico, o sobre la
ultraestuctura del pancreas, aunque efectos toxicos en otros érganos por

administracién cronica del extracto no pueden ser descartados.

5. Hipo6tesis

La accion hipoglucemiante de un extracto caracterizado quimicamente
de Cucurbita ficifolia Bouché esta mediada por cambios en algunos marcadores
importantes en la sintesis y degradacion de glucégeno hepatico, manteniendo
una estructura y organizacion celular adecuada tanto en higado como en

pancreas.

6. Objetivo General
Caracterizar quimicamente un extracto acuso de C. ficifolia Bouché y

demostrar que su efecto hipoglucémico ocurre a través de la modificacion de
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marcadores que regulan la sintesis de glucoégeno hepatico, preservando la

morfologia histolégica en higado y pancreas.

6.1 Objetivos Particulares
6.1.1 Determinar el efecto hipoglucémico del extracto de C. ficifolia.
6.1.2 Caracterizar quimicamente el extracto acuoso activo de C. ficifolia.
6.1.3 Determinar el efecto de C. ficifolia sobre el almacenamiento de
glucogeno in vivo.
6.1.4 Determinar las modificaciones producidas por C. ficifolia sobre la
arquitectura en higado y pancreas.
6.1.5 Determinar el efecto de C. ficifolia sobre los niveles de insulina en
ratones diabéticos.
6.1.6 Evaluar el efecto de C. ficifolia sobre enzimas implicadas en la via de
la glucogenogénesis y glucogendlisis (GSy GF) en higado in vivo.
6.1.7 Evaluar el efecto de C. ficifolia en los niveles de expresion de GLUT 2

y receptor de glucagon en higado in vivo e in vitro.

7. Metodologia

7.1 Material vegetal

El fruto maduro de C. ficifolia fue colectado en San Bartolo el Chico,
Acolman, Estado de Meéxico (coordenadas: latitud 19.6488° N y longitud
98.8956° E, fecha de colecta marzo 2012). La identificacion taxondmica se
realizé por medio del cotejo de ejemplares del herbario de plantas medicinales

(Herbario-IMSSM, con numero de espécimen 11119).
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7.2 Obtencion del extracto acuoso

La obtencion del extracto acuoso de C. ficifolia se realizé eliminando la
cascara al fruto maduro, se retir6 el bagazo y las semillas; se corté en
rebanadas delgadas y se colocé en un recipiente para su deshidratacion a
temperatura ambiente con aireacién constante. Una vez seco el material, se
tritur6 en un molino eléctrico tipo Wiley, modelo 4, usando una rejilla metalica
de 1 mm de diametro. Se tomaron 100 g del fruto seco de C. ficifolia y se
sometié a una maceracién con agua (1 L) durante 72 h dentro de una campana
de flujo laminar y cada 24 h se recuperé la fase acuosa, para someterla a un
proceso de liofilizado (8 h/dia). El producto resultante se utilizé en el
experimento usando como vehiculo solucion salina isotonica (SSI). Las

condiciones de almacenamiento fueron a -70°C.

7.3 Fraccionamiento quimico, identificacién y purificacion de los

compuestos de C. ficifolia.

El fraccionamiento, identificacion y purificacion de los compuestos
mayoritarios presentes en C. ficifolia se realizé empleando varios métodos de
separacion y usando técnicas espectroscopicas y espectrométricas para la
elucidacion quimica estructural, con la finalidad de identificar los metabolitos
secundarios mayoritarios presentes en el extracto.

El extracto de C. ficifolia se separé mediante cromatografia en columna
abierta (CCA) para la obtencion de algunos compuestos presentes. Se
utilizaron columnas fase reversa y fase normal. La columna fase reversa fue
empacada con 10 g de silica gel POLYGOPREP® 60-50 C+s (fase reversa,
MACHEREY-NAGEL) y se activé con metanol y la fase movil consistido en una

mezcla de agua (Merck) y acetonitrilo (TECSIQUIM) a diversas proporciones.
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Se realizaron colectas y cada una se concentré en un rota evaporador y se
compararon por cromatografia en capa fina (CCF).

La columna fase normal fue empacada con 10 g de silica gel 60 (fase
normal, Merck) y se activd con metanol y la fase mdvil consistié en una mezcla
de hexano/acetato de etilo a diferentes proporciones. Se realizaron colectas y
se concentraron en el rota evaporador y fueron comparadas por CCF.

En CCF se utilizaron placas de cromatofolios de aluminio recubiertas de
silica gel 60 Fys54 (Fase Normal, 1.05554.001, Merck) y como fase movil una
serie de mezclas isocraticas de diferentes disolventes (v/v) segun la muestra a
tratar) y segun la polaridad de las muestras analizadas. También se utilizaron
cromatofolios de aluminio recubiertos de silica gel 60 RP-18 F254S (Fase
reversa, 1.05559.0001, Merck) y como fase movil agua/acetonitrilo (C ) (v/v).
Las placas se analizaron con una lampara de luz ultravioleta (UVGL-58, UVP,
Cambridge, UK) a 254 y 365 nm antes y después del tratamiento con
reveladores quimicos. Después de aplicar el revelador, las placas se colocaron
en una parrilla a 90°C durante 5 s y se observaron en una camara de luz
ultravioleta (UV) a 365 nm.

En la deteccion de los compuestos presentes en C. ficifolia se utilizaron
reveladores quimicos como el reactivo de solucién de 4-hidroxibenzaldehido
(Merck), y solucion NP/PEG que contiene difenilboriloxietilamina vy
polietilenglicol.

Para establecer el perfil quimico del extracto, asi como de los
compuestos aislados del extracto de C. ficifolia se emple6 HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucion), equipado con un moédulo de

separacion (Waters 2695) y un detector de arreglo de diodos (Waters),
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utilizando el software Empower Pro. La separacion se realiz6 usando una
columna prevail C-18 (150 x 4.6 mm; 5 um; Grace). La fase movil consistié en
una mezcla de solucion de acido trifluoroacético (TFA) (0,5%, disolvente A) y
acetonitrilo (disolvente B) en las siguientes relaciones: A: B = 100: 0 (0-2 min);
90:10 (3-5 min); 85:15 (6-10 min); 80:20 (11-12 min); 70:30 (13-14 min); 50:50
(15 min); 0: 100 (16 a 18 min); 100: 0 (19 a 24 min). El volumen de inyeccién de
muestra fue de 10 uL con un caudal de 1 ml/min durante 24 min. La longitud de
onda de deteccion fue a 190-600 nm.

Se usaron estandares comerciales (Sigma Aldrich) de acido p-cumarico,
acido galico, catequina, nicotinamida y rutina, se compararon con el extracto
acuoso en estas condiciones cromatograficas. La cuantificacion de acido p-
cumarico se logro utilizando una curva de calibracion con concentraciones
ascendentes (25, 50, 100 y 200 ug / ml) y se inyectaron (10 uL ) de acuerdo
con el método de HPLC descrito anteriormente.

Para la deteccion del contenido de DQI se usé un detector de indice de
refraccion Waters 2697, una columna LiChrospher amino (NHz) Sum (4 x
250mm, 100 A°; Merck Millipore), y como fase mdvil una serie de mezclas
isocraticas de acetonitrilo (CH3CN)/agua en proporcién 80:20 por 20 min, con
un flujo de 1 ml/min durante 20 min. La curva estandar de DQI se prepar6 con
concentraciones ascendentes (12, 16, 22.5, 30 y 50 ug/ml).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en
un espectrometro Agilent DD2 600 (Agilent Technologies), a 600 MHz para H’
NMR, H'-H' COSY, HSQC, HMBC y a 150 MHz para C"* RMN en cloroformo

deuterado (CDCI3) o dimetilsulfoxido (DMSO). Los desplazamientos quimicos
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se expresaron en partes por millon (ppm); se uso tetrametilsilano (TMS) como
referencia.

También se emple6 un cromatografo de gases acoplado a masas (CG-
SM) (Agilent Technology 6890) equipado con un detector de masas cuadruple
en modo de impacto de electrones a 70 eV. Los compuestos volatiles fueron
separados en una columna capilar HP 5MS (25 m de longitud, 0.2 mm i.d., 0.3
pum del espesor de la pelicula). La temperatura del horno se fijé en °C durante 2
min y luego se programo6 para aumentar de 40 a 260 °C a 10 °C/min,
manteniendo durante 20 min. Las condiciones del detector de masas fueron las
siguientes: una temperatura de interfase de 200 °C y un intervalo de
adquisicién de masa de 20 a 550. Las temperaturas del inyector y detector se
fijaron a 250 y 280 °C, respectivamente. Se utilizé6 helio como gas portador
(velocidad de flujo de 1 ml/min). Identificacion de los volatiles se realizd
mediante la comparacion de sus espectros de masa con los del Instituto

Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST) 1.7 Biblioteca.

7.4 Animales de experimentacion

Se usaron ratones Mus musculus, cepa CD-1 (Harlan), machos (30-35
g), del bioterio de la UAM Iztapalapa, manteniéndolos con una dieta basica
para roedores y ciclo de luz/oscuridad por 12 h. Todos los experimentos se
llevaron a cabo a una temperatura ambiente de 24 °C. El manejo de los
animales de laboratorio se llevd a cabo de acuerdo con los estatutos por
Comité de Etica Institucional de la Universidad Auténoma Metropolitana de la
Ciudad de México (CDCBS.127.08) y la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-

Z00-1999, revisada en 2001).
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7.5 Evaluacién del efecto hipoglucémico del extracto de C. ficifolia

Para evaluar el efecto hipoglucémico del extracto de C. ficifolia se
formaron 3 grupos de ratones normoglucémicos en ayunas con 10 animales
cada grupo: el grupo 1 recibié 4 ml/kg de solucién salina; el grupo 2 recibié una
dosis de 200 mg/kg de C. ficifolia; el grupo 3 recibi6o tratamiento de
glibenclamida (5 mg/kg), todos por via intragastrica y se monitoreo la
concentracion de glucosa en sangre a 0, 120, 240 y 360 min, usando un

glucémetro Accu chek Sensor de confort (Roche Diag).

7.6 Estudio farmacolégico

Una vez corroborado el efecto hipoglucémico del extracto, se continuo
con el tratamiento subcronico de la administracion de C. ficifolia, en ratones con
diabetes experimental mediante la administracidon intravenosa de aloxana en
dos dosis alternas (70 mg/kg) disuelta en SSI. Se formaron 4 grupos para el
ensayo bioldgico con 8 animales cada grupo: el grupo 1 recibié 4 ml/kg de SSI
(control normoglucémico); el grupo 2 recibié 4 mil/kg de solucion salina (control
negativo), el grupo 3 recibioé una dosis de 200 mg/kg del extracto acuoso de C.
ficifolia; y el grupo 4 recibi6 tratamiento de metformina (50 mg/kg), todos por via
intragastrica, por un periodo de 30 dias, de los cuales los grupos 2, 3 y 4 fueron

a los grupos a los cuales se les indujo diabetes experimental.

7.7 Cuantificaciéon de glucégeno hepatico

El glucogeno se extrajo mediante la digestion del tejido hepatico con
30% de KOH, seguido de precipitacion con etanol 95%. Se realiz6 una curva
estandar de glucégeno (Sigma Aldrich) y se ley6é a 620 nm. Las muestras se

diluyeron 1:50 en agua destilada. Los resultados reflejan la absorbancia
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obtenida y se expresan como mg de glucogeno por g de higado seco

(Passonneau y Lauderdale, 1974; Stryer et al., 2003).

7.8 Cuantificacion de los parametros bioquimicos

Los parametros bioquimicos se cuantificaron a partir de las muestras de
sangre obtenidas a partir del seno retro-orbital de ratones anestesiados. Para
medir la glucemia se utilizé un Accu-Check Sensor de Confort (Roche Diag.).
La determinacién cuantitativa de triglicéridos, transaminasa glutamico piruvica
(GPT) y transaminasa glutamico oxaloacética (GOT) se realiz6 mediante el
sistema Reflotron Plus (Roche Diag). Esta técnica se basa en una reaccidn
enzimatica a través de diferentes fases de reaccion, produciendo la formacién
de peroxido de hidrégeno (H203), el cual se oxida bajo efecto catalitico de la
enzima peroxidasa, produciendo agua, la cual reacciona con un colorante azul

(indicador redox) y se mide a 642 nm a 37°C. Estos parametros se

cuantificaron al final de los tratamientos (30 dias).

7.9 Cuantificaciéon de las concentraciones de insulina

La concentracion de insulina se realizdo usando la metodologia descrita
por el proveedor (Lynco Research). Esta técnica se basa en la formacién de un
complejo formado por la proteina de interés que se une a un anticuerpo
monoclonal previamente cargado en una placa de 96 pozos; posteriormente se
le une una enzima peroxidasa de rabano y finalmente un sustrato. La actividad
enzimatica se midié en un espectrofotometro a las longitudes de onda de 450 y
590 nm. El incremento de absorbancia fue directamente proporcional a la

cantidad de proteina.
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7.10 Analisis histolégico

Los organos considerados para el estudio histoldégico se obtuvieron al
final de los tratamientos (30 dias) en los cuatro grupos de ratones; se
anestesiaron con éter y se sacrificaron tomando en cuenta los criterios del
comité de ética local, asi como la norma oficial mexicana para el manejo de
animales (NOM-062-Z00). Se extrajeron muestras de higado y pancreas, los
cuales fueron fijados con paraformaldehido durante 18 a 24 h y procesados con
técnica histologica estandar. Finalmente se incluyeron con Paraplast Plus y se
realizaron cortes histologicos seriados de 5 ym en plano longitudinal en
pancreas y transversal en higado.

Los tejidos se sometieron a tincion de hematoxilina-eosina (H-E) y se
realiz6 mediante el siguiente esquema: las muestras fueron tratadas con
Neoclear por 5 minutos (dos repeticiones), etanol al 100° Gay Lussac (GL) por
5 minutos (dos repeticiones), etanol—éter al 100° GL con proporcion 1:1 por 2
minutos, etanol al 96° GL por 2 minutos, etanol al 60° GL por 2 minutos, una
vez con agua destilada, se tifid con hematoxilina por 4 minutos, se lavé una vez
con agua corriente, etanol al 70° GL y acido clorhidrico; se lavdé con agua
destilada, se mantuvo en solucién Scott por 8 minutos, se hizo un lavado con
agua destilada, se tifid con eosina por 3 minutos, se lavd con agua destilada,
etanol al 96° GL, etanol al 100° GL, etanol-xileno 1:1, xileno (dos repeticiones)
y enseguida se montaron con entellan, cubriendo con un portaobjetos (Presnell
y Schreibcam, 1997). Una vez que se montaron todas las laminillas, se realiz6
el analisis de las muestras en el microscopio Axioskope Il (Carl Zeiss) y el

analizador de imagenes de campo claro (Axiovision 4.5, Carl Zeiss). La
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digitalizacion de las fotomicrografias se tomaron con una camara

AxioCamMRc5 (Carl Zeiss).

Por otro lado, se realizé la tincion de Acido Periédico de Schiff (PAS), la
cual identifica hidratos de carbono y compuestos relacionados, dentro de los
que destaca el glucogeno (Torres, 2002). La técnica se realizé mediante el
siguiente esquema de tincidn: el tejido se desparafin6é e hidraté hasta llegar a
agua destilada, el tejido se oxido en la solucion de acido peridédico durante 5
minutos, se enjuagd con agua destilada, se colocé en el reactivo de Schiff de
Coleman durante 5 minutos, se lavd con agua corriente tibia durante 10
minutos, el tejido se contrasté con la solucion de hematoxilina de Mayer
durante 15 minutos, se lavo con agua corriente durante 15 minutos, después se
deshidrato y aclaré con etanol al 95° GL, etanol al 100° GL y xileno, 2 cambios
de 2 minutos cada uno, y finalmente se montaron las laminillas con entellan. El
glucogeno en higado se tifid de color rosa intenso (Prophet et al., 1995).

Las muestras histologicas, se analizaron por animal a razén de diez
cortes de 5 ym de espesor por 6rgano en regiones morfolégicas equiparables.
Se revisaron diferentes campos con una densidad de 560 a 100 ym por
muestra y 400 aumentos totales por 6rgano y tefiidos con PAS para determinar
la acumulacion de glucogeno en el parénquima hepatico. Se usé la misma
metodologia para determinar el numero de células inmunotefiidas con el

programa de analisis de imagenes AxioVision Rel 4.8 (Zeiss Software Inc).

7.11 Cultivo primario de hepatocitos y viabilidad celular
El aislamiento de hepatocitos se realizd por la técnica de doble perfusion

con colagenasa (Papeleu et al., 2006). Se usaron ratones machos de la cepa
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CD-1 de entre 8 y 10 semanas de edad y se anestesiaron intraperitonealmente
utilizando 0.7 ml de Avertina. La superficie abdominal se lavo con etanol 70%, y
se procedio a hacer una incision en el abdomen y torax para dejar expuesto el
higado y corazén, para introducir un catéter Abbocath 22G acoplado a un
equipo de perfusion el atrio derecho del corazén. La vena cava inferior se
anudo con hilo de sutura para evitar el paso de las soluciones utilizadas hacia
los rifiones, posteriormente se secciond la vena porta para abrir la circulacion.
Se perfundié el higado usando aproximadamente 30 ml de solucion salina
balanceada de Hanks (HBSS) libre de Ca ?*, Mg?*y rojo de fenol que contenia
acido[N-(2-hidroxietil) piperazina-N’-2-etano sulfénico] (HEPES) 10 mM, pH 7.4
y acido etilenglicol-bis (2-aminoetil eter)-N,N,N’,N’ (EGTA) 75 mM a pH 7.4 a 37
°C. La velocidad de la perfusidén se controlé con una bomba peristaltica a 3.8
ml/min y a una temperatura de 37 °C. En el segundo paso de la perfusion se
utilizé6 50 ml de Colagenasa tipo | (Sigma) a una concentracion de 0.1% en
Medio Williams (Sigma) con bicarbonato de sodio (NaHCO3) 25 mM (J.T.Baker)
y amortiguado con HEPES 10 mM (Gibco) a pH 7.4. Posterior a la colagenasa
se disecto el higado y se colocd en una caja de Petri de 10 cm de diametro con
50 ml de medio Williams frio suplementado con suero fetal de bovino (SFB)
(Hyclone) al 10%, 1% antibiotico-antimicotico (Gibco) (como medio de
adhesion). La capsula de Glisson, membrana de tejido conectivo que rodea al
higado, se rompi¢ utilizando 2 pipetas estériles de 1 ml, con lo que se
disgregaron las células hepaticas y se obtuvo una suspension celular que se
hizo pasar por un filtro con un tamano de poro de 100 um. El filtrado se
centrifugo a 28 g durante 5 min a 4°C. Para después succionar el sobrenadante

y el botdn celular se resuspendio en 25 ml de medio de adhesién frio. A esta
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suspension celular se le deposité una solucion de Percoll (Sigma) que contenia
amortiguador solucion salina balanceada de Hanks10X (Gibco) y ambas fases
se homogenizaron suavemente invirtiendo 3 veces y posteriormente se
centrifugé a 170 g durante 15 min a 4 °C, obteniéndose un pellet compuesto
por hepatocitos viables. El sobrenadante se succioné y las células se
resuspendieron en 20 ml de medio de adhesion frio. Una alicuota de 100 pl se
utilizé para contar las células en un contador automatico Vi-Cell (Beckman
Coulter), usando tincién con azul tripano. Las células se sembraron en cajas de
petri con 6 cm de didametro con una densidad de 36000 células/cm? y se
incubaron a 37 °C en una atmoésfera que contenia 5% de CO,. Después de que
los hepatocitos se adhirieron (4 horas aproximadamente), se les cambid el
medio de adhesion por Medio Williams con antibidtico y antimicético, sin suero
fetal bovino y se procedié a poner los distintos tratamientos a diferentes

tiempos.

7.12 Determinacion de la viabilidad y funcionalidad de hepatocitos

El tratamiento con el extracto de C. ficifolia (0.02 uM) y metformina (1
mM) se realizaron a diferentes concentraciones dependiendo del ensayo de
funcionalidad mediante el uso del kit CellTiter96 (Promega), tomando en cuenta
una funcionalidad superior al 95%. Los hepatocitos se sembraron en placas de
96 pozos y se dejo estabilizar el cultivo por 24 h. Después de ese tiempo se
cambio el medio por un medio de cultivo sin SFB adicionando en cada pozo
100 uL y 10 uL de CellTiter96 y se incubd por 30 min en condiciones estandar
de cultivo celular. El ensayo consistid en la reduccién de una sal soluble de
tetrazolio WST-8 mediante deshidrogenasas en la célula, lo cual es

proporcional al numero de células viables, que da como producto un color
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naranja, el cual se lee a 480 nm en un detector multimodal de placas DTX 880
(Beckman Coulter, Inc.). Se extrajo RNA total y proteina total a los diferentes

tratamientos y a distintos tiempos.

7.13 Extraccion y cuantificaciéon de la proteina total

Se tomaron aproximadamente 10 mg de tejido hepatico y se
homogenizaron en 1 ml de PBS; posteriormente se centrifugd a 8900 g durante
1 min a 4°C, el sobrenadante se elimind y el boton celular se resuspendié en
200 pL de amortiguador de lisis M-PER (Pierce Biotechnology) pH 8.0, formado
por Tris-hidrocloruro (HCI) 50 mM, cloruro de sodio (NaCl) 120 mM, octil fenoxi
poli(etilenoxi)etanol (IGEPAL) 0.5%, floruro sddico (NaF) 100 mM, NaOVs 200
mM, (Sigma) y 80 ul de un stock de inhibidor de proteasas Complete (Roche
Diagnostics). EI homogenado celular fue resuspendido varias veces y se dejo
reposar 15 min a 4°C. Después fue centrifugado a 17000 xg durante 10 min a 4
°C. El sobrenadante se recupers y se determiné la concentracion de proteina
total mediante el método del acido bicinconinico (BCA) (Pierce Biotechnology),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se tomdé una alicuota de 5 yL de las
muestras y se agrego 200 pL de reactivo de BCA diluido 1:50 y se incubo por
30 min a 25 °C. Se realizd una curva patron con BSA (0.1-0.5 mg/mL).
Posteriormente, se leyo la absorbancia en el detector multimodal (DTX880) y
se determind la concentracién de la proteina utilizando la curva estandar de

BSA (Dominguez et al., 2016).

7.14 Electroforésis de proteinas y Western Blot
El ensayo de Western Blot se realizé de acuerdo con el método descrito

por Preston et al (1996), el cual se basa en la identificacion de la proteina
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citoplasmica por medio de la unién especifica con un anticuerpo primario y el
reconocimiento de este anticuerpo por un segundo anticuerpo que lleva una
marca fluorescente para mostrar que se encuentra presente.

La separacion electroforética se realizdé con 100 ug de proteina y se le
agrego un amortiguador de muestra 2X (Laemmli simple buffer, Bio Rad). Las
muestras se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 min y se separaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en presencia de dodecilsulfato de
sodio (SDS) al 0.1%, en una camara de electroforesis (mini-Protean Il, BioRad),
usando un voltaje de 120 V durante 90 min, posteriormente las proteinas se
transfirieron a una membrana de difloururo de poliviniledeno (PVDF)

(Invitrogen), durante 2 h a 120 V en un sistema transblot (Biorad).

La membrana fue bloqueada con leche descremada al 5% en tris buffer
salino (TBS)-tween durante 1 h en agitacion constante, después se realizaron
dos lavados con TBS-tween por 10 min en agitacion constante y se incubd
durante toda la noche en agitacion constante a 4 °C con los anticuerpos
primarios especificos que se enlistan en la Tabla 2. Transcurrido el tiempo se
lavdo 2 veces en TBS-tween por 15 min y se incubd con el anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa de rabano (Santa Cruz Biotechnology),
diluido en una solucién de albumina en TBS-Tween por 90 min. Después se
lavd 2 veces por 10 min en TBS-Tween y 1 vez con TBS por 5 min. Se reveld
utilizando el sustrato de alta sensibilidad immobilon (Millipore). Se detecto la
luminiscencia y se cuantificaron las bandas usando el equipo Gel Logic 1500

Imaging System (Kodak) (Dominguez et al., 2016).
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Tabla 1. Anticuerpos empleados en Western Blot
Anticuerpo Peso Anticuerpo Marca
Molecular | secundario
(kDa)
1 | Actina 43 Ratén Sigma A3854
2 | Glucégeno sintasa 81 Ratén Abcam EP917Y
3 | Glucégeno fosforilasa 97 Abcam 88078
4 | Transportador de glucosa 2 57 Abcam 54460
(GLUT2)

7.15 Aislamiento y expresion del RNA de GLUT-2 y receptor de glucagén.

Para la extraccion del acido ribonucleico (RNA) total se utilizo la
metodologia descrita por QIAGEN. Después de los tratamientos indicados en el
disefio experimental se obtuvieron 100 mg de tejido hepatico, se cubrid
inmediatamente con RNAlater y se mantuvo durante 24 h a temperatura
ambiente y posteriormente se almaceno a -70 °C.

Para el aislamiento del RNA, se pesaron 50 mg del tejido hepatico y se
homogeneizaron con 1 ml del reactivo de Lisis QIAzol, con un homogenizador,
por 20-40 seg. La muestra se mantuvo a temperatura ambiente (15-25 °C) por
5 min. Este paso promueve la disociacion de los complejos de las
nucleoproteinas. Se adicionaron 200 yL de cloroformo, se agitoé por 15 seg y se
dej6 a temperatura ambiente por 2-3 min. Se centrifug6 a 12.00 x g por 15 min
a 4 °C. Después de la centrifugacion, la muestra se separo6 en 3 fases: una fase
acuosa transparente (superior) que contenia el RNA, una interfase blanca y
una fase organica de color rojo (inferior). A la fase acuosa se le adicion6 600 pl
de etanol al 70% y se mezclé en vortex. Se tomaron 700 yl de la muestra,

incluyendo cualquier precipitado que pudiera formarse y se pasd por una
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minicolumna (de aislamiento de RNA total) para filtrar; se centrifugé a 8,000 x g
por 15 seg a temperatura ambiente (15-25 °C), se repitié el paso anterior
usando el resto de la muestra. Para lavar la columna se adicion6 700 pl de
Buffer RW1, se centrifugd por 15 seg a 8,000 x g. La columna se lavé dos
veces con Buffer RPE, después de cada lavado, se centrifugd a 8,000 x g por
15 seg a temperatura ambiente. Para secar la membrana del gel de silicona, se
centrifugé a 11,000 x g, por 2 minutos y el filtrado se desechd. EI RNA se
recuperd en un tubo nuevo, se agregaron dos veces 30-50 pl de agua libre de
RNasa sobre la membrana del gel de silicona; para filtrar se centrifugé cada
vez por 1 min en las condiciones ya indicadas. EI RNA se dividié en alicuotas

que se almacenaron a -70°C.

La transcripcion en reversa acoplado a reaccidon en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR) se llevd a cabo para sintetizar DNA
complementario (cDNA) a partir de RNA, mediante la reaccion catalizada por la
enzima transcriptasa reversa ImProm Il a partir de 2 pg de RNA total de las
células; también se utilizaron iniciadores al azar (random primers 0.5 pg/pL).
Un volumen total de 20 pL de reaccion se incubd en el termociclador de
Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700, con el siguiente programa
de ciclos: inicio 25 °C por 5 min, seguido por la extension a 42 °C por 55 min vy,
por ultimo, se detuvo la reaccién inactivando la enzima calentando a 70 °C por

15 min y enfriando a 4 °C por 5 min.

El cDNA se amplificé mediante la enzima DNA polimerasa del kit de
DNA master plus SYBR Green 1 para cada uno de los genes a estudiar: Glut-2
Gene Bank NM 011400.3 (L-GCCTGTGTATGCAACCATTG y R-

GAAGATGGCAGTCATGCTCA); receptor de glucagbn Gene Bank NM
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008101.2 (L-AATGCCACCACAACCTAAGC y R-
GCCCACACCTCTTGAACACT).

Se utilizo la proteina ribosomal 36B4 (TCACCAATCGTGAAGCTCGA y
CCAAAAAGAGGCTAATGCCATG) como gen de normalizacion. El proceso se
llevé a cabo empleando la tecnologia SYBR Green con el equipo Rotor Gene.
La mezcla de reaccion con un volumen final de 10 uL conteniendo 0.5 mM de
oligonucledtidos de los genes descritos previamente y la mezcla de reaccion 1X
que contienia la enzima Fast Start, amortiguador para PCR, SYBR Green y

cloruro de magnesio (MgCl,) 3.5 mM.

7.16 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé mediante un
analisis de varianza (ANOVA), seguido por la prueba de Tukey-Kramer. Se
utilizé el programa NCSS y el nivel de significancia fue del 95%. Cada

experimento in vivo se realizé por triplicado en tres eventos independientes.

8. Resultados

8.1 Rendimiento y caracterizacion del extracto de C. ficifolia

Se prepard el extracto acuoso de C. ficifolia, obteniendo un rendimiento
del 5% por kg. El perfil cromatografico del extracto de C. ficifolia se determind
usando la metodologia previamente descrita por HPLC y la deteccion de su
absorcion con una longitud de onda (A) de 262 nm. En el analisis fitoquimico
realizado al extracto no se logré detectar la presencia de DQI y para corroborar
la ausencia de DQI en el extracto se determind el limite de deteccion (LoD del

inglés Limit of detection) y el limite de cuantificacion (Limit of quantification) de
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este compuesto, resultando en LoD = 0.05 mg/ml y LoQ = 0.1 mg/ml), relacién
sefal-ruido. El extracto de C. ficifolia tampoco contuvo acido galico, catequina,
nicotinamida y rutina.

El perfil quimico del extracto integro de C. ficifolia a una concentracion
de 3 mg/ml (Fig. 1A) resulté en dos picos mayoritarios a 3.35 y 8.49 min. Por lo
tanto, se decidié extraer 100 mg de extracto seco en 5 ml de metanol para
incrementar la concentracion de los metabolitos secundarios (Fig. 1B).
Ademas, se realiz6 un proceso de biparticion del extracto activo (10 g), que fue
disuelto en 200 ml de agua grado HPLC y extraido con 200 ml de acetato de
etilo. Con esto fue posible incrementar considerablemente la concentracion de

los metabolitos secundarios (Fig. 1C).
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Figura 1. Cromatograma de HPLC del extracto acuoso de C. ficifolia (A); del extracto

metandlico (B) y de la fraccidn con acetato de etilo de C. ficifolia (\=264 nm).
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Tomando este resultado en consideracion, se decididé realizar una
extraccion del fruto seco con metanol para poder aislar los compuestos menos
polares presentes en el extracto activo. Para llevar a cabo este aislamiento
quimico, se tomaron 800 g de fruto seco y se sometieron a maceracion (72 h)
con 3000 mL de metanol. Se separé la fase liquida cada 24 h para concentrarla
por destilaciéon a presion reducida (Rotavapor Heildoph Lavorota 4000) hasta
sequedad. Este proceso gener6 70 g de extracto metandlico (rendimiento
8.75%).

En la Figura 2 se muestra la comparacion del extracto activo con el
extracto metandlico, en la que se pudo confirmar que este extracto menos polar

(Fig. 2B) también extrae los compuestos representativos del extracto activo (Fig
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Figura 2. Cromatograma de HPLC del extracto acuoso activo de C. ficifolia (A) y del

extracto metandlico (B) (A=264 nm).

Con la intencidn de extraer selectivamente los compuestos quimicos en
orden de polaridad, el extracto metandlico fue sometido a percolacion con

mezcla de disolventes de polaridad ascendente. Se pesaron 70 g de extracto,
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se absorbieron en 70 g de silica gel (fase normal, Merck) y se depositaron en
una columna de vidrio abierta. La fase movil consisti6 en una mezcla de n-
hexano: isopropanol en el siguiente orden y proporcion: 80:20, 50:50. Se
realizaron colectas de 500 ml y se concentraron en el rota evaporador. Cada
una de las 3 fracciones obtenidas se nominaron como CfC1F1, CfC1F2 y

CfC1F3, respectivamente (Figura 3).

C. ficifolia
Fruto seco y molido (800 g)

Maceracion con Metanol (3L)

Columna 1
FN
(70 q)
v v v
CfC1F1 CfC1F2 CfC1F3 Biparticion
500 ml 500 mi 500 ml acetato de etilo
¢ ‘L de C. ficifolia
Columna 2 Columna 3
FN FR
(1.8g) (1.79)
CfC2F5 ,L
Columna 4
FR
(58.9 mg)
CfC4F7
A4
Columna 5
FR
CfC5F9
CfC5F20

Figura 3. Proceso de separacion del extracto de C. ficifolia con diferentes disolventes.

La fraccion CfC1F1 se analizé y purificé mediante CCA, fue empacada con
10 g de silica gel 60 (fase normal, Merck) y se activé con n-hexano. La fase
movil consisti6 en una mezcla de gradientes n-hexano:acetato de etilo en el
siguiente orden y proporcion: 100:0, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 50:50 y

metanol 100%. Se realizaron colectas de 15 ml y se concentraron en el rota

59



evaporador, obteniéndose 34 fracciones obtenidas, las cuales fueron
comparadas por CCF y segun la similitud de los compuestos fueron

reagrupadas como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Fraccionamiento de la cromatografia en columna de C2
Sistema de elucién Fracciones Fracciones Clave
colectadas reunidas
n-hexano 100% 1-5 1-5 CfC2F1
n-hexano: acetato 6-8 6-7 CfC2F2
de etilo CfC2F3
90:10 CfC4F4
n-hexano: acetato 9-15 10-14 CfC2F5
de etilo 15-27 CfC2F6
85:15
n-hexano: acetato 16-22
de etilo
80:20
n-hexano: acetato 23-27
de etilo
70:30
n-hexano: acetato 28-33 28-29 CfC2F7
de etilo CfC2F8
50:50 31-32 CfC2F9
Metanol 100% 34 CfC2F10
CfC2F11

La fraccion CfC2F5 fue analizada por un método de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, observandose dos compuestos
mayoritarios a 35.4 (pico 1) y 36.6 min (pico 2), respectivamente en relacion
con la Figura 4. El analisis de masas del pico 1 indicé que este compuesto
corresponde con el estigmasten-7,22-dien-3-ol, mientras que el del pico 2
corresponde al estigmasten-7-en-3-ol. Estas estructuras fueron corroboradas

mediante la comparacion de los datos de RMN "*C (Tabla 3).
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Figura 4. Cromatograma de la fraccion CfC2F5. El pico en 35.24 min corresponde
al estigmasten-7,22-dien-3-ol, el pico en 36.6 min corresponde con el estigmasten-

7-en-3-ol.

Tabla 3. Datos de los expectros de '°C de RMN (ppm) del
compuesto estigmasten-7,22-dien-3-ol y estigmasten-7-en-ol
de la fraccion CfC2F5.

Carbon CfC2F5 C Nusrat C2F5 °C Seo

position | estigmaste | etal., 1995. | estigmasten- etal.,
n-7,22- 7-en-ol 1987.
dien-3ol

1 37.91 37.0 37.11 37.16
2 31.41 27.6 31.85 31.47
3 71.06 74.0 71.06 71.05
4 37.91 33.9 37.91 37.97
5 40.24 40.4 40.24 40.27
6 29.68 29.4 29.68 29.67
7 117.43 117.2 117.43 117.43
8 139.45 139.6 139.45 139.59
9 49.43 49.0 49.43 49.47
10 34.2 34.4 34.2 34.21
11 21.53 21.53 21.57
12 39.54 39.6 39.45 39.58
13 43.37 41.3 43.26 43.38
14 55.02 55.6 51.23 55.05
15 23.05 23.1 22.95 22.99
16 28.49 28.4 27.95 27.97
17 55.88 55.8 56.07 56.08
18 12.23 12.0 11.82 11.85
19 13.02 12.5 13.02 13.04
20 40.8 40.2 36.57 36.73
21 21.07 21.0 18.97 18.98
22 138.14 138.0 33.87 33.88
23 129.42 129.6 26.18 26.52
24 51.23 51.3 45.82 46.07
25 31.85 31.8 29.14 28.97
26 19.02 19.2 18.97 18.98
27 21.53 19.81 19.61
28 25.38 25.5 23.05 23.01
29 12.03 12.6 12.23 12.33
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Normalized Intensity

En la figura 5 se muestra el espectro de RMN de °C, donde se lograron
identificar los desplazamientos quimicos correspondientes a estigmasten-7,22-

dien-3-ol y estigmasten-7-en-3-ol.
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Figura 5. Espectro de RMN de "C (100 MHz, CDCl3) de CfC2F5 que corresponde a
la mezcla de estigmasten-7,22-dien-3-ol (A) y estigmasten-7-en-3-ol (B).

Por otro lado, se pesaron 1.7g de la fraccion seca CfC1F2 (Columna 3)
que fueron adsorbidos en 2 g de silica gel de fase reversa y sometidos a un
proceso de cromatografia en columna abierta empacada con silica gel RP-C18.
La fase movil consistié de un sistema de gradientes agua y acetonitrilo en el
siguiente orden y proporcion: agua HPLC:acetonitrilo; 100:0, 95:5, 90:10, 80:20,
70:30, 60:40, 50:50, 30:70 y 0:100. Se realizaron colectas de 15 ml y se
concentraron en el rotaevaporador; cada una de las 72 fracciones obtenidas
fueron comparadas por CCF y segun la similitud de los compuestos se

reagruparon en 49 fracciones (Tabla 4).
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Tabla 4. Fraccionamiento de la cromatografia en columna de C3

Sistema de elucién Fracciones Fracciones Clave
colectadas reunidas
Agua HPLC 100% 1-4 CfC3F1
2-4 CfC3F2
Agua: Acetonitrilo 5-12 CfC3F3
95:5 6-7 CfC3F4
CfC3F5
9-12 CfC3F6
Agua: Acetonitrilo 13-34 CfC3F7
90:10 CfC3F8
15-16 CfC3F9
CfC3F10
CfC3F11
19-20 CfC3F12
21-23 CfC3F13
CfC3F14
CfC3F15
CfC3F16
CfC3F17
CfC3F18
CfC3F19
CfC3F20
31-38 CfC3F21
Agua: Acetonitrilo 35-41 39-43 CfC3F22
80:20
Agua: Acetonitrilo 42-44 44-45 CfC3F23
70:30
Agua: Acetonitrilo 45-48 CfC3F24
60:40 47-48 CfC3F25
Agua: Acetonitrilo 49-53 CfC3F26
50:50 CfC3F27
CfC3F28
CfC3F29
CfC3F30
Agua: Acetonitrilo 54-58 CfC3F31
30:70 CfC3F32
CfC3F33
CfC3F34
CfC3F35
Acetonitrilo 100% 59-72 CfC3F36-49

Debido a que las fracciones CfC3F9-CfC3F12 (CfC3F6, Fig. 6)
presentaron un perfil quimico similar, se decidié agruparlas para llevar a cabo

Su separacion quimica por cromatografia en columna.
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A B C

Figura 6. Cromatoplacas de silica gel 60 de las fracciones CfC3F9,10,11 y 12. A.
Fase reversa de las fracciones. Fase movil 8:2, agua: acetonitrilo. Con luz UV. B.
Fase Normal. Fase movil 5:5:2:500uL n-hexano: isopronanol: metanol: &acido
trifluoroacético. Revelador 4-hidroxibenzaldehido. C. Fase Normal. Fase movil
5:5:2:500uL n-hexano: isopronanol: metanol: acido trifluoroacético. Luz UV.

También se analiz6 la fraccion CfC3F6 (Columna 4) con peso de 58.9
mg ya que la CCF indicé la presencia de un compuesto mayoritario. Esta
fraccion se purific6 mediante un proceso de cromatografia en columna abierta.
La columna fue empacada con 1 g de silica gel POLYGOPREP® 60-50 Cig
(fase reversa, MACHEREY-NAGEL) como fase estacionaria y la fase movil
consisti6 en una mezcla de agua y acetonitrilo en el siguiente orden vy
proporcién: agua 100%, agua/acetonitrilo 95:5, 90:10, 80:20, 70:30, 50:50 vy
acetonitrilo 100%. De esta manera obtuvimos 22 fracciones y se analizaron los
factores de retencion obtenidos en la CCF y se agruparon. La metodologia de

purificacion se muestra en Tabla 5.

Tabla 5. Fraccionamiento de la cromatografia en columna de C4
Sistema de elucion Fracciones Fracciones Clave
colectadas reunidas

Agua HPLC 100% 1-3 CfC4F1
CfC4F2
Agua: Acetonitrilo 3-6 CfC4F3
95:5 CfC4F4
5-6 CfC4F5
Agua: Acetonitrilo 7-12 CfC4F6
90:10 8-9 CfC4F7
CfC4F8
CfC4F9

CfC4F10

Agua: Acetonitrilo 13-14 CfC4F11
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80:20 14-18 CfC4F12
Agua: Acetonitrilo 15-19 CfC4F13
70:30
Agua: Acetonitrilo 20-21 CfC4F14
50:50 CfC4F15
Acetonitrilo 100% 22 CfC4F26

Con los resultados de los factores de retencion obtenidos en la CCF se
agrupo la fraccion 8 y 9 (CfC4F7), que contenian compuestos quimicos de
polaridad semejante. Se analizé el cromatograma de CfC4F7 mediante HPLC,
el cual muestra uno de los compuestos mayoritarios presentes en el extracto

activo, con un tiempo de retencion de 8.54 min (Fig. 7).
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Figura 7. Cromatograma de HPLC del extracto de C. ficifolia (A=262 nm) (A).
Fraccion CfC4F7 y su espectro de absorcion ultravioleta (A=258 nm) (B).

Esta fraccion fue analizada por RMN de 'H y, de acuerdo con los
desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento obtenidas, se
pudo determinar que el compuesto mayoritario presenta desplazamientos

quimicos y constantes de acoplamiento similares a la salicina (Tabla 6).

Tabla 6. '"H RMN datos de los espectros (ppm) del
compuesto contenido en la fraccion CfC4F7
correspondiente a salicina y datos reportados.
H 'H CfC4F7 'H Sub et al, 2015
RMN
1 —
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2 — —
3 7.41 (brd, 6.94) 7.32(dd, 7.7, 1.4)
4 7.28 (brd, 6.94) 7.01 (td, 7.7, 0.7)
5 7.04 (d 8.4) 7.19 (td, 7.7, 1.4)
6 7.36 (d, 8.4) 7.12 (brd, 7.7)
7a 4.66 (d,11.56) 4.78 (d, 12.6)
7b 4.93 (d, 11.56) 4.57 (d, 12.6)
1 4.35(d, 7.7) 4.83(d, 7.7)
2 3.34 (dd, 7.71, 8.4) 3.51(dd, 8.4, 7.7)
3 3.35(t, 8.4) 3.46 (t, 8.4)
4’ 3.31 (overlap) 3.39 (overlap)
5 3.25 (m) 3.65 (ddd, 9.8, 6.3, 2.1)
6a 3.69 (dd, 5.4, 11.56) 4.49 (dd, 11.9,2.1)
6'b 3.89 (dd 2.31, 11.5) 4.32 (dd, 11.9, 6.3)

En el analisis del espectro de RMN 'H se observaron sefiales de los

principales grupos funcionales de salicina (Fig. 8).
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Figura 8. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) de CfC4F7 en que se logré
identificar los dos principales grupos funcionales presentes en la molécula de salicina.

Por otro lado las fracciones CfC4F14-CfC4F18 (CfC4F12) fueron
agrupadas en funcion de su parecido quimico (Fig. 9) y sometidas a un

subsecuente proceso de cromatografia en columna abierta para su purificacion.
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Figura 9. Cromatoplaca de silica gel 60. Fase reversa. Fase movil 8:2, agua:
acetonitrilo. Revelador 4-hidroxibenzaldehido. Fracciones 14, 15, 16, 17 y 18, que
corresponde CfC4F12.

La fraccion CfC4F12 (Columna 5) fue empacada en una columna con 1
g de silica gel POLYGOPREP® 60-50 C1s (fase reversa, MACHEREY-NAGEL)
como fase estacionaria y la fase movil consistié en una mezcla de agua HPLC:
acetonitrilo en el siguiente orden y proporcion: 100:0, 98:2, 95:5, 93:7, 90:10,
88:12, 85:15, 83:17, 80:20, 78:22, 75:25, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60 y 0:100. Se
realizaron colectas de 15 ml y se concentraron en el rotaevaporador. De cada
una de las 61 fracciones obtenidas se analizaron los factores de retencion

obtenidos en la CCF. La metodologia de purificacion se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Fraccionamiento de la cromatografia en columna de C5
Sistema de elucion Fracciones Fracciones Clave
colectadas reunidas
Agua HPLC 100% 1-3 CfC5F1
CfC5F2
CfC5F3
Agua: Acetonitrilo 4-7 CfC5F4
98:2 CfC5F5
CfC5F6
CfC5F7
Agua: Acetonitrilo 8-11 CfC5F8
95:5 CfC5F9
CfC5F10
CfC5F11
Agua: Acetonitrilo 12-15 CfC5F12
93:7 CfC5F13
CfC5F14
CfC5F15
Agua: Acetonitrilo 16-19 CfC5F16
90:10 CfC5F17
CfC5F18
CfC5F19
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Agua: Acetonitrilo 20-23 CfC5F20

88:12 CfC5F21

CfC5F22

CfC5F23

Agua: Acetonitrilo 24-27 CfC5F24

85:15 CfC5F25

CfC5F26

CfC5F27

Agua: Acetonitrilo 28-31 CfC5F28

83:17 CfC5F29

CfC5F30

CfC5F31

Agua: Acetonitrilo 32-35 CfC5F32

80:20 CfC5F33

CfC5F34

CfC5F35

Agua: Acetonitrilo 36-39 CfC5F36

78:22 CfC5F37

CfC5F38

CfC5F39

Agua: Acetonitrilo 40-43 CfC5F40

75:25 CfC5F41

CfC5F42

Agua: Acetonitrilo 44-47 CfC5F44

70:30 CfC5F45

CfC5F46

CfC5F47

Agua: Acetonitrilo 48-51 CfC5F48

60:40 CfC5F49

CfC5F50

CfC5F51

Agua: Acetonitrilo 52-55 CfC5F52

50:50 CfC5F53

CfC5F54

CfC5F55

Agua: Acetonitrilo 56-59 CfC5F56

40:60 CfC5F57

CfC5F58

CfC5F59

Acetonitrilo 60 CfC5F60
100%

Metanol 100% 61 CfC5F61

Se analiz6 el cromatograma de CfC5F9 mediante HPLC, el cual muestra
uno de los compuestos mayoritarios presentes en el extracto, con un tiempo de

retencion de 10.035 min (Fig. 10).
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Figura 10. Cromatograma de HPLC A. Extracto de C. ficifolia (A=262 nm). B.
Fraccion CfC5F9 y su espectro de absorcion (A=254 nm).

Esta fracciéon fue analizada por RMN de 'H y, de acuerdo con los
desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento obtenidas, se
pudo determinar que el compuesto mayoritario presenta desplazamientos

quimicos y constantes de acoplamiento similares al acido p-hidroxibenzoico

(Tabla 8).
Tabla 8. °C e '"H RMN datos de los espectros (ppm) del
compuesto contenido en la fraccion CfC5F9
correspondiente a acido p-hidroxibenzoico y datos
reportados.
“c/™H CfC5F9 Pianaro et al., 2007.
RMN 1JC 1H 1.‘$C ’IH
1 170.18 -—- 170.07 -
2 122.83 -—- 122.73 ---
3 132.97 7.87 132.99 7.86
4 116.00 6.82 116.03 6.80
5 163.27 --- 163.36 ---
6 116.00 6.83 116.03 6.80
7 132.97 7.88 132.73 7.86

En el analisis del espectro de RMN 'H (Fig. 11) se observaron sefiales
de los principales grupos funcionales de los compuestos p-hidroxibenzoico (A),

o-hidroxifenilacético (B) y acido p-hidroxifenilacético (C).
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Figura 11. Espectro de RMN de °C (100 MHz, MeOH) de acido p-hidroxibenzoico
(A), o-hidroxifenilacético (B) y acido p-hidroxifenilacético (C) encontradas en CfC5F9
donde se lograron identificar los principales grupos funcionales presentes en cada
molécula.

Esta fraccion fue analizada por RMN de 'H y de acuerdo a los

desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento obtenidas con

datos

compuestos mayoritarios,

reportados,

también se pudo determinar la presencia de otros

hidroxifenilacético (Tabla 9).

como:

acido o-hidroxifenilacético y acido p-

Tabla 9. °C e 'H RMN datos de los espectros (ppm) de los compuestos contenidos en
la fraccion CfC5F9 correspondiente a acido o-hidroxifenilacético y acido p-
hidroxifenilacético con datos reportados.
e acido o-hidroxifenilacético acido p-hidroxifenilacético
RMN CfC5F9 Bal et al, CfC5F9 Ohtani et al.,
2008 2011

‘IdC ‘IH ‘IdC ‘IH ‘IdC ‘IH ‘IdC ‘IH
1 121.34 | --- 12420 | --- 126.94 126.53
2 152.68 | 6.71 156.85 | 6.99 127.37 7.10 131.16 7.2
3 116.60 | 6.71 118.18 | --- 115.50 6.73 115.91 6.78
4 129.22 134.23 | - 158.61 157.10
5 121.19 | 6.70 123.36 | 6.91 115.50 6.73 115.91 6.78
6 127.08 | 6.71 131.80 7.20 127.37 7.10 131.16 7.2
7 36.50 38.41 41.44 40.42
8 17754 | --- 179.68 7.29 176.46 173.17

70

4886




Mientras que en el analisis cromatografico por HPLC de CfC5F20
permitid establecer que esta fraccion presenta el mismo tiempo de retencion
(15.98 min) y espectro de ultravioleta (Amax= 227-228, 310 nm) que el acido p-

coumarico (muestra comercial; Sigma-Aldrich) (Fig. 12).
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Figura 12. Cromatograma de HPLC y su espectro de absorcion ultravioleta
(deteccion a los 310 nm). A. Cromatograma del extracto de C. ficifolia. B.
Cromatograma de la fraccion CfC5F20. C. Cromatograma del estandar de acido p-
coumarico, con un tiempo de retencién de 16.13 min.

8.2 Efecto de C. ficifolia sobre las concentraciones plasmaticas de

dlucosa

En el estudio agudo en ratones normales la glucemia basal fue similar
entre los grupos. El extracto acuoso de C. ficifolia caus6 reducciones
significativas en la glucemia (p<0.05) a los 240 y 360 min (Fig. 13).
Glibenclamida provoco reducciones significativas de la glucemia a los 120, 240

y 360 min.
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Figura 13. Glucemias después de la administracién de C. ficifolia, SSI y
glibenclamida. Media + S.E.M. (n=10). *Diferencia significativa respecto al valor inicial
(p<0.05).

En el grupo de animales diabéticos inducidos con aloxana, hubo
reducciones significativas en la glucemia (p<0.05) a los 360 min, tanto con C.

ficifolia como con glibenclamida (Fig. 14).
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Figura 14. Glucemias después de la administracién de C. ficifolia, SSI y
glibenclamida en ratones diabéticos inducidos con aloxana. Media + S.E.M. (n=10).
*Diferencia significativa respecto al valor inicial (p<0.05).

En el estudio subcronico los valores de glucemia fueron
significativamente mayores en los ratones diabéticos inducidos con aloxana sin
tratamiento que en los ratones control normoglucémicos. C. ficifolia disminuy6
los niveles de glucosa en un 25% con respecto al grupo control con aloxana
(p<0.05) (Fig. 15). Por el contrario, la metformina mostré una disminucion no

significativa en los niveles de glucosa.
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Figura 15. Glucemia a los 30 dias del tratamiento con SSI (control normal), C. ficifolia
y metformina en ratones diabéticos inducidos con aloxana con ayuno de 12 h (Media
+ S.E.M., n=10). *Diferencia significativa respecto al grupo diabético control, &
Diferencia significativa con el control normal (p<0.05).

8.3 Efecto de la administracion diaria de C. ficifolia sobre parametros
bioquimicos

No se observo ningun cambio significativo (p<0,05) en los niveles
plasmaticos de colesterol ni triglicéridos a los 30 dias de la administracion

diaria con los diferentes tratamientos a los (Fig. 16).
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Figura 16. Niveles plasmaticos de triglicéridos y colesterol en los ratones con los
tratamientos a los 30 dias. Media + S.E.M. (n=5) *Diferencia significativa respecto al
grupo diabético control (p<0.05).

Se observo un aumento significativo (p <0,05) en los niveles séricos de

GPT y GOT en el grupo diabético control en comparaciéon con los ratones
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control normal (Fig. 17A y 17B). C. ficifolia caus6 una disminucion significativa
en la GPT y GOT (p <0,05), mientras que la metformina provocd una

disminucién significativa en so6lo los niveles de GOT (p <0,05).
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Figura 17. Niveles plasmaticos de GPT (A) y GOT (B) en ratones diabéticos
inducidos con aloxana con los diferentes tratamientos por 30 dias. Media + S.E.M.
(n=5). & Diferencia significativa respecto al control normal (p<0.05). *Diferencia

significativa respecto al grupo diabético control (p<0.05).

8.4 Efecto de C. ficifolia en el almacenamiento de glucégeno en el higado
Podemos identificar cualitativamente el contenido de glucégeno, que se
muestra en rosa, mediante la tincion de PAS de la seccion transversal de
higado (Fig. 18A-D), en el que la distribucion y la acumulacién de hidratos de
carbono, y principalmente de glucégeno, es evidente. En el grupo tratado con
C. ficifolia incremento la acumulacion de glucogeno y se distribuyé de forma
heterogénea en todo el parénquima del higado (Fig. 18C). La metformina
mostré un resultado similar (Fig. 18D). El grupo con aloxana mostré menos

glucogeno distribuido a través del parénquima (Fig. 18B).
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Figura 18. Las microfotografias de secciones transversales del higado de la
administracion subcrénica, con tincion PAS en rosa. A. Higado de ratones
normoglucémicos control. B. Higado de ratones diabéticos control inducidos con
aloxana. C. Higado de ratones diabéticos tratados con C. ficifolia. D. Higado de
ratones diabéticos tratados con metformina. CV: Vena central; flechas indican las
areas positivas a PAS. 100 aumento original y recuadro 400x.

C. ficifolia cuantitativamente incrementd el contenido de glucogeno de
higado en un 195% con respecto al grupo control con aloxana (p<0.05) (Fig.
19). La metformina también aumento el contenido de glucégeno de higado de

158% con respecto al grupo control con aloxana (p<0.05) (Fig. 19).
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Figura 19. Niveles del contenido de glucogeno hepatico en los ratones diabéticos
tratados durante 30 dias. Los valores se expresan como la media £+ S.E.M. (N = 5).
*Diferencia significativa con el grupo diabético control, p <0.05.

El area PAS positiva se observé incrementada en el grupo tratado con C.
ficifolia en comparacion con el grupo diabético tratado con SSI (p<0.05) (Fig.
20).
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Figura 20. Areas positivas a PAS (um) en cortes histolégicos de higado. Los valores
se expresan como la media £+ S.E.M. (N = 5). * Diferencia significativa el diabético
control, p<0.05.

8.5 Influencia de C. ficifolia sobre los niveles de insulina
El tratamiento con C. ficifolia tiende a incrementar los niveles de insulina,

sin embargo no es significativo, al igual que con metformina (p<0.05) (Fig. 21 ).
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Figura 21. Niveles séricos de insulina en los ratones diabéticos tratados durante 30
dias. Los valores se expresan como la media + S.E.M. (N = 5). & Diferencia
significativa en comparacion con el control, p<0.05.

8.6 Influencia de C. ficifolia sobre la glucégeno sintasa y glucégeno

fosforilasa en el higado

El tratamiento con C. ficifolia mostré un aumento significativo (p <0.05)
en los niveles de enzimas glucogeno sintasa en comparacion con el grupo
control con aloxana (Fig. 22). La metformina no modifico los niveles de esta

enzima.
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Figura 22. Niveles de proteina relativa de glucégeno sintasa en los ratones diabéticos
tratados durante 30 dias. Los valores se expresan como la media + S.E.M.,
normalizados con f-actina (N = 5). * Diferencia significativa en comparacion con
grupo diabético control, p<0.05.
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Por el contrario, C. ficifolia y metformina mostraron una disminucion
significativa de la glucogeno fosforilasa en comparacion con el diabético control
(Fig. 23).
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Figura 23. Niveles de proteina relativa de glucégeno fosforilasa en los ratones
diabéticos tratados durante 30 dias. Los valores se expresan como la media + S.E.M.,
normalizados con f-actina (N = 5). * Diferencia significativa en comparacion con
grupo diabético control, p<0.05.

8.7 Efecto de C. ficifolia sobre la histologia en higado.

Se puede observar en las fotomicrografias histologicas de los higados
de ratones con diferentes tratamientos que el citoplasma de hepatocitos tiene
depositos de glucogeno denso alrededor de la vena central (Fig. 24C-F). Los
hepatocitos se visualizaron con nucleos eucromaticos y nucléolos. Los I6bulos
del higado se pueden observar (recuadro), al igual que la vena central, los
cordones de hepatocitos y algunas células de Kupffer situadas en el espacio
sinusoidal, asi como algunas células endoteliales que recubren el centro de la
vena. El grupo control normal tratado con ISS (Fig. 24C) y el grupo tratado con
C. ficifolia (Fig. 24E) después de 30 dias de tratamiento no mostraron cambios
en la histologia hepatica, conservando la estructura general del I6bulo hepatico.
El higado de ratones diabéticos inducidos con aloxana (Fig. 24D) mostraron un

desarreglo de los lobulos hepaticos, dafo celular y degeneracion en globo, que
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se confirmd por la presencia de vesiculacion tipica, degeneracion hidrépica,
cariorrexis, cariolisis y regiones citoplasmicas alteradas, asi como una mayor
acidofilia citoplasmatica, congestion vascular, un estado de hiperemia, y
degeneracion hidropica. El grupo de metformina mostrd la infiltracion de
leucocitos, principalmente por los neutrofilos, que es caracteristica de una

condicion inflamatoria (Fig. 24F).

Figura 24. Fotomicrografias de cortes transversales de higado de raton por la administracion
diaria por 30 dias, tefiidos con H-E, aumento original principal 100x y recuadro 400x. A.
Control; B. Diabético con aloxana; C. C. ficifolia; D. Glibenclamida por 30 dias.H: hepatocitos;
CV: vena central; S: sinusoides; flecha reversible: cordon hepatico; linea discontinua: lobulillo
hepatico; flecha sin relleno: congestion vascular; flecha: cariorrexis; cabeza de flecha:
congestidn vascular; asterisco: degeneracion hidropica.

8.8 Efecto del extracto de C. ficifolia sobre GLUT-2 in vivo e in vitro.

Los niveles de ARNm de GLUT-2 in vivo mostraron aumentos no
significativos con C. ficifolia, mientras que con metformina el aumento si fue
significativo en los niveles de expresion de este transportador de glucosa (Fig.

25).
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Figura 25. Niveles de expresion de GLUT2 en los ratones diabéticos tratados durante
30 dias, se us6 36B4 como gen de normalizacién. Los valores se expresan como la
media + S.E.M. (N = 5). * Diferencia significativa en comparacion con grupo diabético
control, p<0.05.

El extracto de C. ficifolia tampoco modificd los niveles de proteina
relativa determinada por Western blot de GLUT-2 in vivo después de 30 dias de

tratamiento en los ratones diabéticos, ni tampoco metformina (Fig. 26).
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Figura 26. Niveles de proteina relativa de GLUT2 en los ratones diabéticos tratados

durante 30 dias, se us6 p-actina como proteina de normalizacién. Los valores se
expresan como la media £+ S.E.M. (N = 5). *Diferencia significativa en comparacion
con grupo diabético control, p<0.05.

Mientras que in vitro C. ficifolia incremento los niveles de ARNm de

GLUT-2 con tratamiento por 12 horas comparado con los hepatocitos
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control; metformina incremento los niveles de GLUT-2 tanto a 12 como 24

horas, respecto al control (Fig. 27).
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Figura 27. Niveles de expresion de ARNm de GLUT2 en los hepatocitos tratados
durante 12 y 24 horas, se us6 36B4 como gen de normalizacion. Los valores se
expresan como la media + S.E.M. (N = 3). * Diferencia significativa en comparacién
con las celulas control, p<0.05.

8.9 Efecto del extracto de C. ficifolia sobre la expresion del receptor de

glucagén in vivo e in vitro.

El extracto de C. ficifolia no modificé los niveles de expresion del
receptor de glucagon in vivo. Metformina aumentd los niveles de expresion del

receptor de glucagon en estos ratones diabéticos (Fig. 28).
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Figura 28. Niveles de expresion del receptor de glucagon en los ratones diabéticos

tratados durante 30 dias, se us6 36B4 como gen de normalizacién. Los valores se
expresan como la media + S.E.M. (N = 5). * Diferencia significativa en comparacién
con grupo diabético con aloxana, p<0.05.
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Mientras que metformina in vitro nuevamente aumenta los niveles de
expresion del ARNm del receptor de glucagdén en los hepatocitos tratados

por 12 y 24 horas (Fig. 29).
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Figura 29. Niveles de expresion de ARNm del receptor de glucagon en los

hepatocitos tratados durante 12 y 24 horas, se us6 36B4 como gen de normalizacion.
Los valores se expresan como la media £ S.E.M. (N = 3). * Diferencia significativa en
comparacion con las celulas control, p<0.05.

8.10 Efecto de C. ficifolia sobre la histologia pancreatica.

En las fotomicrografias podemos observar que la estructura general de
este 6rgano consta de la zona exocrina constituida por celulas acinares (AC)
pancreaticos de tipo epitelial, la zona endocrina o islotes de Langerhans (IL)
constituidos por diversos tipos celulares como: células alfa, beta, delta y las
productoras del polipéptido pancreatico (Fig. 30A). Los islotes de Langerhans
en el grupo control normal se encontraban igualmente dispersos en el tejido
pancreatico y a menudo abundantemente distribuidos en la zona exocrina y de
diversos tamanos incrustadas dentro de las celulas acinares y rodeadas por
una fina capsula (Fig. 30A). Los islotes pancreaticos de los ratones diabéticos
control revelaron una reduccion significativa en el tamafio y el numero de las
celulas acinares alrededor de los islotes, también se observo cariorrexis vy

degeneracion hidropica en algunas celulas acinares, asi como congestion
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vascular (Fig.30B). Mientras que con C.ficifolia no se encontraron dafios
aparentes en la zona exocrina al igual que con metformina, sin embargo el
tamano de los islotes de Langerhans se observo disminuido en los tres grupos

diabéticos inducidos con aloxana.

Figura 30. Fotomicrografias de cortes transversales de pancreas de raton por la
administracion diaria por 30 dias, tefiidos con H-E, aumento original principal 100x y recuadro
400x. A. Control normal; B. Diabético control; C. Diabético con C. ficifolia; D. Diabético con
glibenclamida. IL: islotes de Langerhans; CA: célula acinar; linea discontinua: islote de
Langerhans; flecha: cariorrexis; cabeza de flecha: degeneracion hidrépica.

9. Discusién

El fruto de C. ficifolia se ha reportado con efecto hipoglucémico en
diferentes modelos experimentales, incluyendo ratas, ratones y conejos con
diabetes experimental moderada y severa, y en pacientes con diabetes tipo 2
(Alarcon et al., 2002; Acosta et al., 2001). En estos estudios se ha establecido

que una dosis intragastrica de 200 mg/kg de C. ficifolia es suficiente para
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observar el efecto hipoglucémico. Los resultados de la presente investigacion
mostraron un efecto hipoglucémico en un estudio agudo y subcronico bajo las
mismas dosis de extracto acuoso de C. ficifolia, aun sin la presencia de DQI en

el extracto.

El estudio quimico de este extracto permitid la identificacion de siete
compuestos mayoritarios: dos fitosteroles; estigmasten-7,22-dien-3-ol vy
estigmasten-7-en-3-ol, asi como acido p-cumarico, acido p-hidroxibenzoico,
acido o-hidroxifenilacético y acido p-hidroxifenilacético y salicina. De acuerdo
con la literatura, el efecto hipoglucémico se podria atribuir a el acido p-
hidroxibenzoico, ya que es uno de los principales componentes en el extracto y
se ha reportado con efecto hipoglucémico en ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina (Manuja et al., 2013). Sin embargo, esto debe ser confirmado
en estudios posteriores y con los datos del presente trabajo no es posible
descartar a los otros componentes presentes en el extracto, ya que podrian
estar mediando este efecto teniendo diferentes blancos involucrados en la

regulacion del metabolismo de carbohidratos.

Xia y Wang (2006b) sugirieron que el efecto hipoglucémico de C. ficifolia
implica un aumento en los niveles de insulina y ademas observaron un
aumento de glucdégeno hepatico. Los resultados del presente trabajo indican
que el efecto hipoglucémico con C. ficifolia puede ser debido a un aumento en
el almacenamiento de glucégeno hepatico (confirmado con una tincion de
PAS), como consecuencia del aumento de la enzima glucogeno sintasa. Otras
especies de cucurbitaceas también se han evaluado y reportan efectos

similares, como Cucurbita moschata, que también aumenta los niveles de
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glucogeno muscular y mejora el rendimiento fisico en ratones (Wang et al.,

2012).

La respuesta del higado normal a una carga de glucosa implica, la
liberacidon de insulina, la inactivacion secuencial de la glucégeno fosforilasa y la
activacion de la glucégeno sintasa, que es la enzima limitante de la velocidad
en la sintesis de glucogeno. Por el contrario, en el modelo de diabetes inducida
con aloxana, la respuesta del higado a la glucosa se vuelve deficiente unos
pocos dias después de la administracion de aloxana, con la activacion

deteriorada de la glucogeno sintasa (Ou et al., 2012; Browne et al., 2001).

Interesantemente, en este estudio la administracion del extracto de C.
ficifolia aumentd los niveles de glucogeno sintasa y, por consiguiente, el
glucogeno del higado de ratones diabéticos, esto se asocia con la disminucién
de la glucogeno fosforilasa. Los niveles altos de insulina promueven el
almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno en el higado a través de la
desfosforilacion y activacion de la glucogeno sintasa a través de la via de PKB,
una vez que esta se une a su receptor (Wilcox, 2005; MacAulay y Woodgett,
2008). Sin embargo, en el presente estudio no se observd aumento de los
niveles de insulina, debido probablemente a que las muestras de suero fueron
tomadas a los 120 min después de la administracion de C. ficifolia en ratones,
mientras que el incremento de insulina ocurre a los 90 min después de la
administracion del extracto en un estudio agudo (Garcia, 2011), sin embargo no
se descarta la posibilidad de que haya aun secrecion de insulina, ya que en el
analisis histologico pancreatico se observd la presencia de islotes de
Langerhans sin dafios aparentes. Se tienen reportes de que triterpenos y

flavonoides inhiben a la glucogeno fosforilasa, lo cual podria estar relacionado
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con nuestros hallazgos, asi como la presencia de estos compuestos en el
extracto reportados previamente (Stravodimos et al., 2016; Banderas et al.,

2012).

Por otro lado la insulina actia como un regulador de la secrecion
negativa de glucagodn, y a su vez activa a la glucogeno fosforilasa (fosforilasa a)
(Browne et al., 2001; Im et al., 2005; Marty et al.,2005). En este estudio se
observaron bajos niveles de receptor de glucagon en ratones tratados con C.
ficifolia y de la glucégeno fosforilasa, tanto in vivo como in vitro lo que conduce
a una inhibicion de la glucdgenolisis y como resultado una disminucién de

glucosa en plasma.

Por otra parte, la disponibilidad de glucosa libre aumenta GLUT-2 (Im et
al., 2005). Sin embargo, debido al efecto hipoglucemiante de C. ficifolia 'y a la
falta de glucosa libre disponible para ser capturado en hepatocitos, la expresion
de GLUTZ2 se encontré disminuida in vivo, mientras que en cultivo primario de
hepatocitos los niveles de este transportador se vieron incrementados. Esto
puede ser atribuido a que C. ficifolia disminuye enzimas de la gluconeogénesis
en el higado, tales como glucosa 6 fosfatasa, reportado por Banderas en 2012.
En este caso, el higado no libera la glucosa, pues no hay necesidad de este
transportador, contribuyendo asi a la disminucion de los niveles de glucosa

hepatica (Banderas 2012).

Asi, este estudio proporciona evidencia clara de que el mecanismo de
accion de C. ficifolia implica el almacenamiento de glucdégeno hepatico. Se
tienen reportes que el acido p-cumarico inhibe la gluconeogénesis en el higado

mediante la inhibicion de transporte de piruvato en la mitocondria, como
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informo Lima y col. (2006), por lo que este compuesto podria estar participando

en la disminucion de GLUTZ2 en el higado (Lima et al., 2006).

La diabetes inducida por aloxana produce hepatotoxicidad y necrosis
hepatica (Sawants et al., 2006; Shankar et al., 2003). Por ello, en este estudio
fue importante determinar la funcionalidad de higado de ratones diabéticos
tratados con C. ficifolia a través de la cuantificacion de los niveles de GPT y
GOT del higado en el suero. Los niveles elevados de GPT estan relacionados
con dafo en el higado y un desarreglo de la histologia hepatica en pacientes
con DT2, mientras que los niveles elevados de GOT se encuentran
relacionados con el desarrollo de fibrosis en las células sinusoidales hepaticas

(Judi et al., 2010).

En el presente estudio, ratones diabéticos inducidos con aloxana
mostraron niveles elevados de ambas enzimas. Sin embargo en los ratones
diabéticos administrados con el extracto acuso de C ficifolia disminuyeron
significativamente los niveles tanto de GPT como de GOT, lo cual se infiere un
efecto protector o reparador ante el dafio inducido con aloxana. La histologia
hepatica en ratones diabéticos control mostré desarreglo de hepatocitos,
pérdida de la disposicion radial de los I6bulos hepaticos, aumento del espacio
sinusoidal y extensa degeneracion, asi como marcadores de necrosis como
cariolisis y cariorrexis, que son caracteristicas de una condicién inflamatoria. Lo
contrario se observé en el grupo tratado con extracto de C. ficifolia, que mostré
una disposicion radial normal de los I6bulos hepaticos y ausencia de necrosis.
Mientras que en el tejido pancreatico se observd una mejora en el grupo

tratado con el extracto, lo cual demuestra un efecto protector del extracto.
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Este efecto podria deberse a que el extracto de C. ficifolia contiene
compuestos que ofrecen proteccion contra la toxicidad hepatica, o podria ser
debido a los efectos antioxidantes reportados previamente en esta especie, ya
que mejora el estado redox modulando la relacion GSH/GSSG en higado,
pancreas y rifiones de ratones diabéticos. Sin descartar sus efectos sobre
citocinas inflamatorias en adipocitos 3T3-L1 (Hernandez et al., 2002; Xia y

Wang, 2006; Fortis et al., 2013; Diaz et al., 2012).

Entre los compuestos antioxidantes reportados presentes en C. ficifolia
son vitaminas, carotenoides y flavonoides, que actuan directa o indirectamente
(inductores) como secuestradores de especies reactivas de oxigeno. Se ha
reportado la presencia de cucurbitanos de tipo glucésidos, que ahora son
reconocidos por su actividad citotdéxica con potencial anticancerigena, lo cual
puede ser util en el tratamiento de diversas enfermedades, ademas de su
efecto protector hepatico (Banderas et al., 2012; Chang et al., 2008; Wang et
al., 2008). Asi, los efectos farmacologicos reportados para C. ficifolia, tanto in
vitro como in vivo, sustentan efectos antiinflamatorios, hepatoprotectores,
antimicrobianos y antihiperglucémicos (Fortis et al., 2013; Diaz et al., 2012;
Hancock et al., 2008; Azevedo y Rodriguez, 2007; Lee et al., 2010; Banderas el

al., 2012).

Componentes fendlicos, tales como acido p-hidroxibenzoico, han sido
identificados como antioxidantes con capacidad de captacion de radicales
peroxilo, que contrarrestan los efectos perjudiciales de especies reactivas del
oxigeno, causando efectos antiinflamatorios y antimicrobianos frente a una
serie de microorganismos, también se tienen reportes de su actividad

hipoglucemiante (Cho et al., 1998; Manuja et al., 2013; Peungvicha et al.,
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1998). La actividad antioxidante reportada para el acido p-cumarico podria
ayudar a reducir el estrés oxidante y, en consecuencia, el dafio celular a nivel

hepatico (Pereira et al., 2009).

Otro de los compuestos mayoritarios del extracto de C. ficifolia es la
salicina. Se tienen reportes que tiene actividad neuroprotectora vy
antiinflamatoria, lo que también podria contribuir al efecto protector hepatico.
De hecho, sus grupos hidroxilo pueden interactuar con la ciclooxigenasa-2,
provocando la inhibicién de esta enzima y provocando accion antiinflamatoria

(Kim et al., 2015; Mahdi, 2014).

En el presente trabajo se identificaron dos fitoesteroles en el extracto de
acuoso de C. ficifolia: estigmasten-7,22-dien-3-ol y estigmasten-7-en-3-ol. Este
tipo de compuestos se han reportado en las semillas de calabaza Cucurbita
pepo L., que a menudo se come como un aperitivo y puede prevenir
enfermedades crénicas. También se ha reportado para aliviar los sintomas de

la hiperplasia benigna de prostata (Kim et al., 2012; Abdel, 2006).

Cabe senalar que estos compuestos hipoglucemiantes pueden estar
actuando solos o sinérgicamente a diferentes niveles y pueden revertir o
reducir el dafio debido a la DM. Por lo tanto, C. ficifolia representa una terapia
prometedora para el tratamiento y el control de la DM, con efectos
hipoglucémico, hepatoprotector, antioxidante y antiinflamatorio, con gran
potencial para prevenir el desarrollo de las complicaciones vasculares
caracteristicas de la DM y mejorar la calidad de vida de los pacientes con esta

enfermedad.
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10. Conclusiones
El extracto acuoso de C. ficifolia corrige la hiperglucemia en ratones

diabéticos inducidos con aloxana.

El extracto de C. ficifolia increment6 el almacenamiento de glucégeno
hepatico, relacionado con el aumento de glucégeno sintasa y disminucion de
glucégeno fosforilasa, enzimas implicadas tanto en la sintesis y degradacion de
glucogeno de ratones diabéticos inducidos con aloxana, sin cambios aparentes
en la funcidén y arquitectura hepatica, ya que mantuvo los niveles de GPT y
GOT similar a los niveles de ratones sanos, lo que podria interpretarse como

un efecto protector de este 6rgano.

La caracterizacion quimica del extracto acuoso de C. ficifolia permitié la
identificacion de siete compuestos mayoritarios: dos fitoesteroles (estigmasten-
7,22-dien-3-ol y estigmasten-7-en-3-ol), p-cumarico, acido p-hidroxibenzoico,
acido o-hidroxifenilacético y acido p-hidroxifenilacético y salicina, los cuales se
les ha reportado actividad farmacoldgica. Sin embargo en estudios posteriores

se debe determinar si estos compuestos son el principio activo del extracto.

Por lo tanto el extracto estudiado representa una terapia alternativa para
los pacientes con DM con complicaciones hepaticas, ya que corrige la
hiperglucemia y posee efectos protectores para el higado y pancreas, asi como

propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias.
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Abstract

Background: The aqueous extract of Cucurbita ficifolia (C. ficifolia) fruit has demonstrated hypoglycemic effect,
which may be attributed to some components in the extract. However, the major secondary metabolites in this fruit
have not yet been identified and little is known about its extra-pancreatic action, in particular, on liver carbohydrate
metabolism. Therefore, in addition to the isolation and structural elucidation of the principal components in the aqueous
extract of C. ficifolia, the aim of this study was to determine whether or not the hypoglycemic effect of the aqueous
extract of Cucurbita ficifolia (C. ficifolia) fruit is due to accumulation of liver glycogen in diabetic mice.

Materials and Methods: The aqueous extract from fruit of C. ficifolia was fractionated and its main secondary
metabolites were purified and chemically characterized (NMR and GC-MS). Alloxan-induced diabetic mice received
daily by gavage the aqueous extract (30 days). The liver glycogen content was quantified by spectroscopic method and
by PAS stain; ALT and AST by spectrometric method; glycogen synthase, glycogen phosphorylase and GLUT2 by
Western blot; the mRNA expression of GLUT2 and glucagon-receptor by RT-PCR; while serum insulin was quantified
by ELISA method. A liver histological analysis was also performed by H&E stain.

Results: Chemical fingerprint showed five majoritarian compounds in the aqueous extract of C. ficifolia: p-coumaric
acid, p-hydroxybenzoic acid, salicin, stigmast-7,2,2-dien-3-ol and stigmast-7-en-3-ol. The histological analysis showed
accumulation of liver glycogen. Also, increased glycogen synthase and decreased glycogen phosphorylase were
observed. Interestingly, the histological architecture evidenced a liver-protective effect due the extract.

Conclusion: Five compounds were identified in C. ficifolia aqueous extract. The hypoglycemic effect of this extract
may be partially explained by liver glycogen accumulation. The bioactive compound responsible for the hypoglycemic
effect of this extract will be elucidated in subsequent studies.

Key words: Cucurbita ficifolia, Cucurbitaceae, liver glycogen, hypoglycemic plants, p-coumaric acid, salicin, p-
hydroxybenzoic acid.

Introduction

Cucurbita ficifolia Bouche (Cucurbitaceae), popularly known as "chilacayote" in Mexico, is a plant whose
edible fruits are empirically used as anti-diabetic remedy (Alarcon et al., 2002). C. ficifolia has demonstrated
hypoglycemic effects in several diabetes animal models, and in type-2 diabetic patients (Acosta et al., 2001; Alarcon et
al., 2002; Xia and Wang, 2006a). This hypoglycemic effect of C. ficifolia has been associated with promoting insulin
secretion and rise in mRNA expression of insulin and Kir6.2 in RINmSF cells (Miranda et al., 2013). Despite evidence
supporting the hypoglycemic effect of C. ficifolia at pancreatic level, little is known about its extra-pancreatic actions,
particularly on the carbohydrate metabolism modulated by the liver. In this sense, Xia and Wang (2006b) suggested
that the hypoglycemic effect of C. ficifolia might implicate changes in hepatic glycogen. However, this has not yet been
confirmed through histological and biochemical studies that include the quantification of glycogen and evaluation of
the enzymes involved in the liver glycogen synthesis and its degradation.

In relation to the phytochemical studies of C. ficifolia fruit, Xia and Wang (2006b) proposed to D-chiro-
inositol (DCI) as one of the principal components and as one of the probable responsible of its hypoglycemic effect. In
addition, nicotinamide, polyphenols, flavonoids and cucurbitacin triterpenes have been identified in C. ficifolia aqueous
extract, which also might participate in this hypoglycemic effect; in fact, a hypoglycemic effect of similar intensity has
been observed in a free DCI aqueous extract (Banderas et al., 2012; Fortis et al., 2013; Roman et al., 2012). Therefore,
apart of DCL, other compounds should be participating in the hypoglycemic effect of C. ficifolia. As in different
phytochemical studies with the aqueous extract of C. ficifolia have been observed differences in its composition, it is
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necessary to perform a chemical analysis to determine the majoritarian compounds in this extract through of its
chemical fingerprint. Therefore, in addition to the isolation and structural elucidation of the main components in this
extract, the aim of this study was to establish whether the hypoglycemic effect of C. ficifolia involves the accumulation
of liver glycogen in diabetic mice through the analysis of the key enzymes involved in the synthesis and degradation of
liver glycogen and examination of liver histological architecture.

Materials and Methods
Authentication of plant

Fresh mature fruits of C. ficifolia Bouche (Cucurbitaceae) were collected, taking into account the international
and Mexican rules concerning the biodiversity rights, in May 2012, at San Bartolo el Chico, Acolman, Estado de
Mexico, Mexico. Experts at Mexican Institute of Social Security carried out the botanical identification (IMSSM-
Herbarium, Voucher Specimen Num. 11119).

Extract preparation

The aqueous extract was obtained in accordance with the method reported by Fortis et al., 2013. The dried ripe fruit
(100 g) was macerated with water (1:1) for 72 h; the aqueous phase was recovered every 24 h. The supernatant was
filtered and freeze-dried (yield 5%).

Structural characterization of the main components in C. ficifolia

The chromatographic fingerprint of the active extract was taken by HPLC, in a Waters liquid chromatography
system equipped with a separation module system (Waters, Massachusetts, USA) and a photodiode array detector
(Waters, Massachusetts, USA), using the Empower Pro software. Separation was carried out using a Prevail C-18
column (Grace, 150 x 4.6 mm; 5 pum; Columbia, Illinois, USA). The mobile phase consisted of a mixture of
trifluoroacetic acid solution (0.5 %, solvent A) and acetonitrile (solvent B) in several ratios. The detection wavelength
was scanned at 190-600 nm. As a concentration of 3 mg/ml of the aqueous extract gave a low fingerprint 100 mg of dry
extract was suspended in 5 ml methanol (20 mg/ml) to increase the concentration of secondary metabolites.
Commercial standards (Sigma Aldrich, Missouri, USA) of p-coumaric acid, gallic acid, catechin, nicotinamide and
rutin were compared with the aqueous extract under these chromatographic conditions. Quantification of p-coumaric
acid was achieved using several doses of a commercial standard following the same described HPLC method.

For DCI detection, it was used the previously HPLC method described by Banderas et al. (2012). The limit of
detection (LoD= 50 pg/ml) and limit of quantification (LoQ=137 pg/ml) were determined (signal-noise ratio) and
under these analytical parameters, the DCI compound was not detected in this C. ficifolia extract. All NMR spectra
were recorded on an Agilent DD2 600 spectrometer (Agilent Technologies, California, USA), at 600 MHz for H NMR,
'"H-'H COSY, HSQC and HMBC, and at 150 MHz for *C NMR in CDCl,.

Spectrometric analysis was carried out on a gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) (Agilent
Technology 6890, California, USA) equipped with a quadrupole mass detector in electron impact mode at 70 eV.
Volatile compounds were separated on an HP SMS capillary column and compared with their mass spectra of the
National Institute of Standards and Technology (NIST) 1.7 Library.

Isolation and identification of major compounds from C. ficifolia

A portion of the aqueous extract (70 g) was fractionated by silica gel 60 in an open chromatographic column
(100 g, 70-230 mesh, Merck Millipore, Massachusetts, USA). The mobile phase consisted of a mixture of n-hexane:
isopropanol, resulting in two fractions: CfC1F1 (1.8 g) and CfC1F2 (1.7 g). The fraction CfC1F1 (1.8 g) was loaded
onto open column chromatography with silica gel 60 (15 g, 70-230 mesh, Merck Millipore, Massachusetts, USA),
using a gradient system with n-hexane: ethyl acetate-methanol mixture, resulting in 12 fractions. The spectrometric
analysis of CfC2F5 showed the presence of stigmast-7,22-dien-3-ol and stigmast-7-en-3-ol, respectively (Tablel). The
chemical structure of these phytosterols was confirmed by 'H and *C NMR (Jahan et al., 1995; Seo et al., 1987).
The C{fC1F2 fraction (1.7 g) was again fractionated on a RP-18 silica gel column (10 g, 230-400 mesh, POLY GOPREP
C18, Macherey-Nagel, Pennsylvania, USA), eluted with a gradient system of water: acetonitrile to give 49 fractions
(CfC3F1-CfC3F49). Since the fractions CfC3F9-CfC3F12 (58.9 mg) contained the major secondary metabolites of the
active extract, this mixture was subjected to a new chromatographic process on a reverse phase column (6 g of silica gel
60-50 POLYGOPREP, Macherey-Nagel, Pennsylvania, USA) by means of a gradient system of water: acetonitrile
mixture, which yielded fractions CfC4F1-CfC4F24. Analysis by 1H and 13C NMR of the fraction CfC4F7 (10.2 mg)
showed the presence of salicin (Table 2) in the active extract (Kim et al., 2015). Finally, the CfC4F14- CfC4F18
fractions were purified to obtain CfC5F9 by the same reverse phase chromatographic process, whose 1H and 13C NMR
analysis resulted in p-hydroxybenzoic acid (Table 3). The CfC5F20 fraction showed a retention time and a UV
spectrum similar to p-coumaric acid.
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Laboratory animals

Male CD-1 strain mice (Harlan, Indiana, USA), weighing 30-35 g, and 6-8 weeks of age were obtained of the
laboratory animal center at Autonomous Metropolitan University campus Iztapalapa. The mice were housed in a 12-h
light/dark cycle; basic diet and drinking water were given ad libitum. The handling of laboratory animals was
performed in agreement with the statutes of the ICCUA (Institutional Committee for the Care and Use of the Animals,
session 8.10, revised in 2010) and the Official Mexican Rule (NOM-062-Z00-1999, revised in 2001).

Acute hypoglycemic effect of C. ficifolia in normal and alloxan-induced diabetic mice

The hypoglycemic effect of C. ficifolia extract was evaluated in normal mice and alloxan-induced diabetic
mice (two single intravenous doses of 70 mg/kg of alloxan dissolved in ISS). After one week of alloxan administration,
normal mice in fasting (3 groups of 5 animals each) and alloxan-induced diabetic mice with free access to food (3
groups of 5 animals each) were subjected to the following treatments: The Groups-1 received 4 ml/kg of isotonic saline
solution (Normal control and Diabetic control); in agreement with previous reports in which an dose of 200 mg/kg was
used to induce hypoglycemic effect in experimental animals (Banderas et al., 2012; Fortis et al., 2013), the Groups-2
received a dose of C. ficifolia extract of 200 mg/kg, equivalent to 11.6 pg/kg of p-coumaric acid (Normal C. ficifolia
and Diabetic C. ficifolia); while Groups-3 received 5 mg/kg of glibenclamide (Normal glibenclamide and Diabetic
glibenclamide), a sulphonylurea agent with hypoglycemic action that acts at pancreatic level as insulin secretagogue
(Krentz and Bailey, 2005; Inzucchi et al., 2012). The administration of the treatments was by intra-peritoneal route;
before the administration of the treatments, the blood glucose levels were determined at start, and after at different time
intervals (120, 240 and 360 min).

Sub-chronic hypoglycemic effect of C. ficifolia in alloxan-induced diabetes mice

Four groups of mice were used: Group 1 consisted of normal mice (4 ml/kg of ISS); while Groups 2, 3 and 4
were alloxan-induced diabetic mice. After one week of the administration of alloxan, Group-1 received ISS (4
ml/kg/day, Normal control); Group- 2 also received ISS (4 ml/kg/day, Diabetic control); Group-3 received the extract
of C. ficifolia (200 mg/kg/day, equivalent to 11.6 pg/kg/day of p-coumaric acid); and the Group-4 received 50
mg/kg/day of metformin, a biguanide whose anti-hyperglycemic effect, mainly extra-pancreatic, has been in part
attributed to inhibition of the liver glycogenolysis because reduces hepatic glucose production (Carroll et al., 2002;
Krentz and Bailey, 2005;). All treatments were given by gavage for 30 days.

Measurements of parameters

Biochemical parameters were quantified from the blood samples obtained from the retro-orbital venous sinus
in anesthetized mice. Accu-Check Sensor Comfort (Roche Diag., Indiana, USA) was used to measure glycemia, and
both ALT and AST were determined using a Reflotron Plus system (Roche Diag., Indiana, USA). Insulin was
quantified in serum samples using enzyme-linked immune-absorbent assay kits for mouse insulin (Lynco Research,
Missouri, USA). The glycogen was extracted from liver by digestion with 30% KOH followed by precipitation with
ethanol 95%. The absorbance spectrum of a glycogen standard (Sigma Aldrich, Missouri, USA) was recorded at 620
nm. The samples were diluted 1:50 in distilled water. The results reflect the absorbance obtained and are expressed as
mg of glycogen per g of dry liver (Passonneau and Lauderdale, 1974).

Histology

Liver tissue was fixed and dehydrated. After its inclusion with Paraplast (Oxford Labware, Missouri, USA),
the tissue was cut transversally and stained with hematoxilyn-eosin (H&E) (Presnell and Schreibman, 1997) and
Periodic Acid Schiff (PAS) (Prophet et al., 1992). Slices were analyzed using a light microscope Axioskope 2 (Carl
Zeiss, New York, USA). Quantification of the positive area of PAS-stained was performed using the Axiovison
Program 4.8 (Carl Zeiss, New York, USA) by analyzing 5 samples of each treatment at 400x magnification using a
range of Red 58-196, Green 0-90, and Blue 46-203.

RNA extraction and real-time RT-PCR analysis

RNA was isolated from liver tissue by using RNeasy Tissue Mini RNA extraction kit (Qiagen Sciences,
Maryland, USA) according to the manufacturer’s protocols. Two micrograms of total RNA were reverse transcribed
using the ImProm II reverse transcription system (Promega, Wisconsin, USA). The reaction (20 pl) was incubated in a
thermocycler (Applied Biosystems Gene Amp PCR System 2700HT; Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).

Then, cDNA was amplified with SYBR Green master mix (Roche Diag., Indiana, USA) containing 0.5 mM of
custom primers for the glucagon receptor (Gegr) (F5-CCAGAGTCTGCTGATCTGCG-3", R5'-
GCCACCTCTTTGCTCTGCTC-3"), GLUT-2 (Slc2a2) (F5'- ATGCCAGTACTGCCGTTTTC-3", R5'-
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GGCCTTGACCTTGTTCATGT-3") or a housekeeping gene 3684 (F5'-CCGCAGGGGCAGCAGTGGT-3", R5'-
AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT-3") as an internal control, Fast Star Enzyme, PCR buffer and 3.5 mM MgCl, in a
final volume of 10 pl. The reactions were measured in the Rotor-Gene real-time (Corbett Life Science, Concorde,
NSW, Australia). PCR was conducted using the protocol reported by Almanza et al. (2010). The abundances of Gegr
mRNA were normalized by the abundance of mRNA encoding 36B4. The ACt values were calculated in every sample
for each gene of interest as follow: Ct interest — Ct reference With 36B4 as the reference gene (mRNA of reference remained
stable throughout the experiments). Relative changes in the expression level of one specific gene (AACt) were
calculated as ACt gmple minus ACt reerence and then presented as Q-AACt (Almanza et al., 2010).

Western blotting

Total protein was isolated from liver tissue using a protein extraction reagent (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA), containing 1% halt protease inhibitor mixture (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
and 100 mM sodium orthovanadate. Two hundred milligrams of total protein were separated on NuPAGEnovex 4-20
% SDS gels (Invitrogen, California, USA) transferred to PVDF membranes (Invitrogen, California, USA) and probed
with glycogen synthase 2-antibody (G-8), glycogen phosphorylase antibody (PYGB/L/M Antibody N-20) (Santa Cruz
Biotechnology, Texas, USA) and GLUT-2 (Abcam, Massachusetts, USA) according to manufacturers' instructions.
Immune-reactive bands were identified with ECL-Plus Western blotting detection reagent (GE Healthcare, Illinois,
USA), using anti-mouse and anti-goat horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody. Equal loading was
verified by probing the membrane with anti-actin (Clavijo et al., 2014).

Statistical analysis

Data are expressed as mean+S.E.M. and were processed using NCSS 2007 software (Kaysville, UT, USA).
Differences between groups were analyzed by two-way ANOVA and post hoc Tukey-Kramer test (p<0.05).

Results
Phytochemical analysis of C. ficifolia

A comparison of the fingerprints of aqueous extract versus methanol extract confirmed the necessity of

enriching the secondary metabolites by methanol precipitation. Of all the principles analyzed, only the presence of p-
coumaric acid was confirmed; therefore, the other compounds were excluded as marker compounds for standardization
of the extract. The CfC2F5 fraction from column 2 was analyzed by GC-MS, and two major compounds at 35.4 min
and 36.6 min were observed, which corresponded to stigmast-7,22-dien-3-ol and stigmast-7-en-3-ol, respectively.
Spectroscopic data of these phytosterols are described in Table 1. The CfC5F7 fraction contained a chemical compound
(R.T.= 8.54 min) with identical 'H and >*C NMR data (Table 2) to salicin (Kim et al., 2015).
The CfCS5F9 fraction corresponded to one of the major peaks in the chromatogram of C. ficifolia (R.T.= 10.0 min). The
structure of this compound was identified by 2D NMR experiments (‘H-'H COSY, "*C-HSQC and HMBC, Table 3) as
p-hydroxybenzoic acid. The CfC5F20 fraction had the same retention time (15.9 min) and ultraviolet spectra (Ay.x =
310 nm) as coumaric acid. The amount of p-coumaric acid in 1 g of extract was quantified using a previously described
standard curve, which indicated 58 pg of p-coumaric acid/g of extract (11.6 pg in 200 mg of C. ficifolia extract).

Acute and sub-chronic hypoglycemic effect of C. ficifolia in normal and alloxan-induced diabetic mice

In the acute study, the basal glycemia was similar among groups (Figurel A). When C. ficifolia aqueous extract
was administered, there were significant reductions in glycemia (p<0.05) at 240 and 360 min in normal mice.
Glibenclamide produced a significant reduction in glycemia at 120, 240 and 360 min. In diabetic mice, there were
significant reductions in glycemia (p<0.05) at 360 min with both C. ficifolia and glibenclamide (FigurelB). In the sub-
chronic test, the glycemic values were significantly higher in diabetic mice (Alloxan ISS) than in Normal control mice.
C. ficifolia decreased glucose levels by 25% with respect to the diabetic control (p<0.05) (FigurelC). In contrast,
metformin provoked a non-significant decrease in glucose levels. Insulin levels were not modified with any of the
treatments (data not shown).

Effect of C. ficifolia on liver glycogen storage

The PAS stain was used to determine the liver glycogen content, which is shown in pink (Figure2A-D); the
distribution and accumulation of carbohydrates, and primarily glycogen, is evident. In the C. ficifolia group, the
glycogen accumulation was increased and heterogeneously distributed throughout the liver parenchyma (Figure2C).
Metformin showed a similar result (Figure2D). Diabetic control showed less glycogen distributed through the
parenchyma (Figure2B). C. ficifolia quantitatively increased glycogen liver content by 195% (p<0.05) with respect to
diabetic control (Alloxan ISS) (Figure2E). Metformin augmented the glycogen liver content by 158% against diabetic

221

101



Jessica et al., Afr J Tradit Complement Altern Med., (2017) 14 (3): 218-230
doi:10.21010/ajtcam.v14i3.24

control (p<0.05) (Figure2E). The PAS-staining showed an increase in area dye in the C. ficifolia group compared with
the diabetic control (p<0.05) (Figure 2F).

Table 1: °C NMR spectral data (ppm) of stigmast-7,22-dien-3-ol and stigmast-7-en-ol in fraction CfC2F5 and
previously reported data by Jahan et al., 1995., and Seo et al., 1987.

Table 2: "H NMR spectral data (ppm) of salicin in the CfC4F7 fraction of C. ficifolia and reported data by Kim et al.,
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Carbon Stigmast-7,22-dien-3-ol Stigmast-7-en-ol

number CfC2FS5 fraction Jahan et al., 1995 CfC2FS5 Fraction Seo et al., 1987
1 37.91 37.0 37.11 37.16
2 31.41 27.6 31.85 31.47
3 71.06 74.0 71.06 71.05
4 37.91 33.9 3791 37.97
5 40.24 40.4 40.24 40.27
6 29.68 29.4 29.68 29.67
7 117.43 117.2 117.43 117.43
8 139.45 139.6 139.45 139.59
9 49.43 49.0 49.43 49.47
10 34.2 34.4 34.2 34.21
11 21.53 - 21.53 21.57
12 39.54 39.6 39.45 39.58
13 43.37 41.3 43.26 43.38
14 55.02 55.6 51.23 55.05
15 23.05 23.1 22.95 22.99
16 28.49 28.4 27.95 27.97
17 55.88 55.8 56.07 56.08
18 12.23 12.0 11.82 11.85
19 13.02 12.5 13.02 13.04
20 40.8 40.2 36.57 36.73
21 21.07 21.0 18.97 18.98
22 138.14 138.0 33.87 33.88
23 129.42 129.6 26.18 26.52
24 51.23 51.3 45.82 46.07
25 31.85 31.8 29.14 28.97
26 19.02 19.2 18.97 18.98
27 21.53 - 19.81 19.61
28 25.38 25.5 23.05 23.01
29 12.03 12.6 12.23 12.33

2015.

'HRMN Salicin

CfC4F7 fraction Kim et al., 2015
1 - -
2 — —
3 7.41 (brd, 6.94) 7.32(dd, 7.7, 1.4)
4 7.28 (brd, 6.94) 7.01 (td, 7.7,0.7)
5 7.04 (d 8.4) 7.19 (td, 7.7, 1.4)
6 7.36 (d, 8.4) 7.12 (brd, 7.7)
Ta 4.66 (d,11.56) 4.78 (d, 12.6)
7b 4.93 (d, 11.56) 4.57 (d, 12.6)
1 4.35(d, 7.7) 4.83(d, 7.7)
2’ 3.34 (dd, 7.71,8.4) 3.51(dd, 8.4,7.7)
3’ 3.35(t, 8.4) 346 (t,8.4)
4 3.31 (overlap) 3.39 (overlap)
5 3.25 (m) 3.65(ddd, 9.8, 6.3, 2.1)
6a 3.69 (dd, 5.4, 11.56) 4.49 (dd, 11.9,2.1)
6'b 3.89 (dd 2.31, 11.5) 4.32 (dd, 11.9, 6.3)
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Table 3: "*C and 'H NMR spectral data (ppm) of the p-hydroxybenzoic acid in CfC5F9 fraction and reported data by
Pianaro et al., 2007.

Carbon p-hydroxybenzoic acid

number CfC5F9 fraction Pianaro et al., 2007.
]3C IH 1 C IH

1 170.18 - 170.07 —

2 122.83 --- 122.73 —

3 132.97 7.87 132.99 7.86

4 116.00 6.82 116.03 6.80

5 163.27 --- 163.36 ---

6 116.00 6.83 116.03 6.80

7 132.97 7.88 132.73 7.86

Influence of C. ficifolia in glycogen synthase and glycogen phosphorylase of liver

C. ficifolia provoked a significant (p<0.05) increase in glycogen synthase enzyme levels against diabetic
control (Figure3A and 3B). Metformin showed a non-significant increase. C. ficifolia and metformin reduced glycogen
phosphorylase (PYGB) compared with the control alloxan group (Figure3A and 3C). C. ficifolia and metformin
increased in a non-significant manner GLUT-2 (Figure3A and 3D).

Effect of C. ficifolia extract on mRNA expression of GLUT-2 and glucagon

The extract of C. ficifolia did not change the expression levels of GLUT-2 nor of glucagon receptor after 30
days of treatment in diabetic control (Figure4A and 4B). Metformin improved the expression levels of GLUT-2 and
glucagon receptor.

Effect of C. ficifolia on liver functionality and histology

The ALT and AST levels were observed significantly increased (p<0.05) in diabetic control compared with
normal control mice (Figure5A and 5B). C. ficifolia and metformin caused a significant decrease in the ALT and AST
levels (p<0.05). The photomicrographs of liver are shown in Figures SC-F. The nuclei and nucleoli of hepatocytes were
visualized eu-chromatics. The liver lobules (box), the liver central vein, the hepatic cords and some Kupffer cells
located in the sinusoidal space, as well as some endothelial cells lining the vein centercan be seen in Figure 5C. After
30 days of treatment, C. ficifolia did not show changes in liver histology (Figure5E), did not show changes in liver
histology, preserving the overall structure of the hepatic lobe. Diabetic control showed disarrayed lobes, cellular
damage and ballooning degeneration, which was confirmed by the presence of typical vesiculation, hydropic
degeneration, karyorrhexis, karyolysis and altered cytoplasmic regions, as well as increased cytoplasmic acidophilia,
vascular congestion, a state of hyperemia, and hydropic degeneration (Figure5D). Metformin provoked leukocyte
infiltration mainly by neutrophils, which is characteristic of an inflammatory condition (Figure5F).

Discussion

The fruit of C. ficifolia has been reported to possess hypoglycemic activity in different experimental models,
including rats, mice and rabbits, with moderate and severe experimental diabetes, and in type-2 diabetic patients
(Alarcon et al., 2002; Acosta et al., 2001). These earlier studies have established that an oral dose of 200 mg/kg of C.
ficifolia is enough to produce hypoglycemic effect. Therefore, this same dose was used in the present study. Results
showed a hypoglycemic effect in acute and sub-chronic test by the aqueous extract of C. ficifolia. In addition, the
chemical study of this extract allowed the identification of five majoritarian compounds: two phytosterols, i.e.,
stigmast-7,22-dien-3-0l and stigmast-7-en-3-ol, as well as p-coumaric acid, p-hydroxybenzoic acid and salicin.
However, DCI was not detected in this active extract. As the p-hydroxybenzoic acid resulted be one of the main
components in the extract and due to that it has been reported with hypoglycemic effect in streptozotocin-induced
diabetic rats (Manuja et al., 2013), this compound might be the responsible of the hypoglycemic effect of C. ficifolia.
However, this should be confirmed in further studies and the other components in the extract cannot be yet discarded.
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Figure 1: Acute hypoglycemic effect of C. ficifolia extract (200 mg/kg equivalent to 11.6 pg of p-coumaric acid/kg)
and glibenclamide (5 mg/kg) in: A) Normo-glycemic mice, *significant difference against normal control (Normal
ISS); B) Alloxan-induced diabetic mice, *significant difference against diabetic control (Diabetic ISS). C) Sub-chronic
hypoglycemic effect by administration during 30 days of C. ficifolia-extract (200 mg/kg/day, equivalent to 11.6
ng/kg/day of p-coumaric acid) or metformin (50 mg/kg/day) in alloxan-induced diabetic mice, *significant difference
against Normal control, *significant difference against diabetic control (Alloxan ISS). MeanS.E.M. n=5 (p<0.05).
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Figure 2: Photomicrographs with PAS staining in pink of transversal liver sections by administration during 30 days of
C. ficifolia-extract (200 mg/kg/day, equivalent to 11.6 pg/kg/day of p-coumaric acid) or metformin (50 mg/kg/day) in
alloxan-induced diabetic mice. A) Normal control. B) Diabetic control (Alloxan ISS). C) Alloxan treated with C.
ficifolia. D) Alloxan treated with metformin. C. ficifolia extract increased the accumulation of liver glycogen.
Hepatocyte cytoplasm with dense glycogen deposits (arrow) around the central vein (CV) can be observed. These
accumulations are seen as pink PAS-positive areas throughout the section (original magnification 100x and box 400x).
E) Quantitative analysis of glycogen content in diabetic mice liver tissue treated for 30 days with C. ficifolia extract. F)
Quantitative analysis of positive PAS stained area. Mean+S.E.M. (n=5). *Significant difference against diabetic control
(Alloxan ISS) (p<0.05).
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Figure 3: Effect of C. ficifolia extract (200 mg/kg/day, equivalent to 11.6 pg/kg/day of p-coumaric acid) or metformin
(50 mg/kg/day) on key enzymes in the synthesis and degradation of glycogen and on GLUT2 in sub-chronic study.
Liver tissue lysates were obtained and processed by western blotting. A) Representative image of an immunoblot. B)
Relative level by densitometry of glycogen synthase-2. C) Relative level by densitometry of glycogen phosphorylase
(PYGB). D) Relative level by densitometry of GLUT2. Densitometry analysis of protein content was made in relation
to actin, used as a loading control. Values are expressed as Mean+S.E.M. (n=5). *Significant difference against diabetic

control (alloxan ISS). p<0.05.
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Figure 4: Effect of C. ficifolia extract (200 mg/kg/day, equivalent to 11.6 pg/kg/day of p-coumaric acid) or metformin
(50 mg/kg/day) on mRNA expression of: A) GLUT-2; B) glucagon receptor, in liver tissues of normal control and
alloxan-induced diabetic mice. Mean+S.E.M. (n=5). *Significant difference against diabetic control (Alloxan ISS).

<0.05.
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Figure 5: Effect of C. ficifolia extract (200 mg/kg/day, equivalent to 11.6 pg/kg/day of p-coumaric acid) or metformin
(50 mg/kg/day) on liver enzymes content in sub-chronic study: A) ALT; B) AST. Mean+S.E.M. (n=5). *Significant
difference against Normal control; *Significant difference against diabetic control (Alloxan ISS). p<0.05. C-F)
Photomicrographs of liver transversal section: C) Control mice (ISS); D) Alloxan-diabetic mice treated with ISS; E)
Alloxan-diabetic mice treated with C. ficifolia. F) Alloxan-diabetic mice treated with metformin. Hepatocyte (H),
central vein (CV), hepatic cord (reversible arrow), sinusoid (S), hepatic lobule (dashed line), hyperemia (arrow head),
vascular congestion (unfiled arrow), karyorrhexis (arrow) and hydropic degeneration (#). (H&E, original magnification
main 100x and box 400x).

The results of the present study indicate that the C. ficifolia hypoglycemic effect might be due, at least in part,
to an increased storage of glycogen in the liver, which was confirmed by PAS staining, like a consequence of increased
glycogen synthase. This finding is similar to those of other Cucurbitaceac species with similar effects, such as
Cucurbita moschata, which also increased muscle glycogen levels and improved the physical performance in mice
(Wang et al., 2012). The response of a normal liver to a glucose load involves the sequential inactivation of glycogen
phosphorylase and the activation of glycogen synthase, which is the rate-limiting enzyme in glycogen synthesis. In
contrast, in alloxan-induced diabetes model, the liver response to glucose becomes deficient a few days after the
administration of alloxan, with the impaired activation of glycogen synthase (Ou et al., 2012).

Interestingly, in this study the administration of C. ficifolia extract increased the glycogen synthase levels and,
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consequently, the liver glycogen of diabetic mice. High insulin levels promote the storage of glucose as glycogen in the
liver through the dephosphorylation and activation of glycogen synthase. In fact, insulin exerts a rapid effect, causing
increased glycogen synthase and consequently glycogen accumulation (Wilcox, 2005). In this study, we observed low
levels of glucagon receptor in mice treated with C. ficifolia, decreased levels of glycogen phosphorylase and, in
consequence, inhibition of glycogenolysis that resulted in decreased plasma glucose. Although these results do not
permit directly determinate activation of glycogen synthesis or inhibition of glycogenolysis, the two changes result in
increased liver glycogen, which clearly was evident with the PAS stain. On the other hand, GLUT2 expression did not
change by the C. ficifolia extract, probably due to increased hepatic glycogen storage by the extract, which makes
unnecessary the incorporation of liver glucose (Im et al., 2005).

Alloxan-induced diabetes may produce hepatotoxicity and necrosis (Sawants et al., 2006). In light of this, the
hepatic functionality of diabetic mice treated with C. ficifolia by monitoring the levels of ALT and AST in serum was
determined. Elevated levels of ALT are related to liver damage and disordered hepatocytes in type 2 diabetes patients,
whereas the AST levels are maintained mainly by hepatic sinusoidal cells in the development of fibrosis, which leads to
relative increases in serum AST (Judi et al., 2010). In the present study, alloxan-induced diabetic mice showed elevated
levels of both enzymes. Histological analysis also showed disordered hepatocytes, loss of radial disposition of the
hepatic lobules, increased sinusoidal space and extensive degeneration, as well as necrosis markers such as karyolysis
and karyorrhexis, which are characteristics of an inflammatory condition. The opposite was observed in the group
treated with C. ficifolia extract, which showed a radial arrangement of the hepatic lobules, no disordered hepatocytes,
and no necrosis. The overall hepatic structure remained unaltered, showing a protective effect from the extract.

This effect could be because the C. ficifolia extract contains phytochemical compounds that offer protection
against liver toxicity, or it could be due antioxidant and anti-inflammatory effects previously reported for C. ficifolia,
that improves the redox state and modulates the GSH/GSSG ratio in liver, pancreas and kidney of diabetic mice and
3T3-L1 adipocytes (Fortis et al., 2013; Roman et al., 2012; Diaz et al., 2012). There are many antioxidant compounds
reported in Cucurbitaceae, as vitamins, carotenoids and flavonoids, which function like scavengers or inductors to
eliminate reactive oxygen substances, which may be useful in the treatment of various diseases (Diaz et al., 2012;
Hancock et al., 2008; Azevedo and Rodriguez 2007; Pereira et al., 2009), cucurbitanes and cucurbitane-type glycosides,
which are now recognized for their anti-cancer activities. They also have a range of pharmacological effects both in
vitro and in vivo, including anti-inflammatory, hepatoprotective, antimicrobial and anti-hyperglycemic effects (Chang
et al., 2008; Wang et al., 2008).

Phenolic components such as p-hydroxybenzoic acid have been identified as antioxidants, which have a

peroxyl radical-scavenging ability that counteracts the damaging effects of reactive oxygen species and because of their
anti-inflammatory effects and antimicrobial activity against a number of microorganisms (Manuja et al., 2013). The
antioxidant activity reported for p-coumaric acid could help reduce oxidative stress and, consequently, the liver cellular
damage (Pereira et al., 2009). In addition, it is likely that p-coumaric acid in the extract inhibits gluconeogenesis in the
liver by inhibiting pyruvate transport into the mitochondria, as reported Lima et al. (2006).
Other of the major compounds of C. ficifolia extract, salicin, also could contribute to the liver-protective effect due its
reported neuroprotective and anti-inflammatory activity. In fact, its hydroxyl groups can interact with ciclooxygenase-
2, causing the inhibition of this enzyme and subsequently deregulating inflammation (Passonneau and Lauderdale,
1974; Mahdi, 2014). In addition, two phytosterols, i.e., stigmast-7,22-dien-3-ol and stigmast-7-en-3-ol, were found in
the aqueous C. ficifolia extract. These compounds have been also reported in pumpkin seeds from Cucurbita pepo L.,
which is often eaten as a snack and may prevent chronic diseases; it has also been reported to alleviate the signs of
benign prostatic hyperplasia (Kim et al., 2012; Abdel 2006). It is likely that these compounds act either, alone or
synergistically, to reduce blood glucose levels, which can reverse or reduce the damage caused by DM. C. ficifolia
represents an alternative therapy for treatment and control of DM, with a hypoglycemic effect and liver-protective
properties and with antioxidant and anti-inflammatory properties that could potentially help improve the control of DM
and prevent the development of vascular complications while improving the quality of life for patients.

Conclusions

The hypoglycemic effect of a chemically characterized extract of C. ficifolia, caused hepatic glycogen storage
without changes in liver function or normal liver architecture, showing a liver-protective effect in alloxan-induced
diabetic mice. This extract represents an alternative therapy for DM patients with liver complications because it
exhibits hypoglycemic and liver-protective effects, while also possessing antioxidant and anti-inflammatory properties.
Phytochemical study permitted the identification of five majoritarian compounds: two phytosterols (stigmast-7,22-dien-
3-ol and stigmast-7-en-3-ol), p-coumaric acid, p-hydroxybenzoic acid and salicin, which have reports of
pharmacological activity. In further studies, should be determined if these compounds are the active principles.
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